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NOTA DE ADVERTENCIA
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verdad y la justicia”.



Resumen

Introduccion: La fisura labio palatina es una condicion clinica congénita surgida
por deficiencia variable de los tejidos que conforman el paladar y labio superior
durante las primeras semanas de gestacion y asociada en un 30% a factores
genéticos. Al igual que las cardiopatias congénitas, la fisura labio palatina esta
descrita en el sindrome de microdelecion 22g11.2 como parte de los 180 signos
clinicos conocidos. Objetivo. Analizar la presencia de la delecion 22q11.2 en
pacientes con fisura labio palatina y cardiopatia, mediante técnicas de
citogenética convencional y de FISH y establecer su relacion con la clinica de los
pacientes. Materiales y métodos. Se analizaron muestras de sangre periférica
de 10 pacientes con fisura labio palatina y cardiopatia, a los que se les realiz6 1)
estudio citogenético mediante la técnica de bandeo G de alta resolucion; y 2)
hibridizacion in situ con fluorescencia (FISH) con sonda especifica para la region
22011.2 TUPLE(22911)/22913(SHANK3) (Kreatech). Resultados: El analisis
citogenético no evidencio la presencia de delecion en el cromosoma 22 o de la
region especifica en ninguno de los casos, como tampoco otras alteraciones
cromosomicas. El analisis con FISH revel6 un caso de microdelecion de la
region 22gl1.2 y otro caso en mosaico, en el resto de casos no se evidencio
microdelecion en la region de hibridizacion. Conclusiones: La técnica de FISH
permitié detectar la microdeleccion y el mosaicismo, por lo que se convierte en la
mejor metodologia para la deteccion de estos. El hallazgo de la delecion 22q11.2
en pacientes con fisura labio palatina y cardiopatia asociada, hace de esta
patologia una condicion clinica relevante que requiere atencion por la implicaciéon
que tiene para el paciente y la posibilidad de afectacion familiar.
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1. Introduccion

La fisura labio palatina es una condicion adquirida entre la sexta y octava
semana de gestacion que comprende una deficiencia variable de los tejidos que
conforman el paladar y labio superior y es originada por la falta de un proceso
consistente en el cierre de estas areas, que posteriormente dara origen a fisuras
faciales cuyo grado de complejidad varia segun el tamafio de la ranura
ocasionando problemas de succion en la alimentacion, poca ganancia de peso,
falta de comunicacion clara, cambio en la apariencia facial y dificultad para
integrarse socialmente.

El sindrome de microdelecion 22q11.2 antes conocido como CATCH 22, es la
microdelecion mas comun en la poblacion y afecta a 1 de cada 4000 nacidos, se
asocia a un patron de herencia autosémico dominante en algunos casos y la
heredabilidad de esta condicion es dependiente de factores como sexo, raza,
afectados en la familia y factores ambientales, su expresion fenotipica puede
variar entre un individuo y otro siendo el caso de un progenitor portador con
probabilidad del 50% de afectar a sus hijos y que estos expresen la delecién con
un fenotipo diferente, sin embargo, en la mayoria de individuos su presencia es
de novo. Se han descrito aproximadamente 180 signos clinicos para el sindrome
entre los que se incluyen la fisura labio — palatina y defectos cardiacos. La
microdelecion comprende una region de 1.5 Mpb a 3 Mpb en el cromosoma 22
comunmente descrita como una delecidn de genes contiguos por el nimero de
genes deletados cuya funcion en la mayoria de ellos aiin no ha sido establecida,
sin embargo se cree que uno de los genes mas implicados en la expresion
fenotipica de fisuras faciales y cardiopatia es el gen TBX1 que provee
informacion para la fabricacion de la proteina T-box1 asociado con procesos de
formacion de érganos y tejidos durante el desarrollo embrionario.

En este trabajo mediante citogenética convencional con bandeo G de alta
resolucién y FISH (Fluorescence In Situ Hibridization) se estudiaron 10 pacientes
con dos caracteristicas clinicas relevantes del sindrome de delecion 22q11.2,
fisura labio palatina y cardiopatia congénita asociada que hicieron sospechar
que podrian ser portadores de la microdelecion. Para esto se determiné en ellos
la presencia o ausencia de la region gq11.2 en el cromosoma 22 y su posible
implicaciéon en el fenotipo de los pacientes.

Los hallazgos evidenciaron la presencia de la delecién 22g11.2 en forma
universal en un caso y mosaicismo de dos lineas celulares en otro, los ocho
pacientes restantes no presentaron evidencia de la delecion mediante FISH en la
region 22q11.2.



2. Justificacion

La fisura labio-palatina es una condicion clinica multifactorial asociada a factores
genéticos en el 30% de los casos. Se caracteriza por una deficiencia en grado
variable de los tejidos que conforman el paladar y labio superior* debido a que
antes del nacimiento los tejidos que forman el paladar y el labio superior no se
unen para cerrarse; la gravedad de este defecto puede variar segun el tamafio
de la ranura, desde un corte pequefio en el labio superior, hasta una ranura que
involucra paladar y nariz, que posteriormente, en el recién nacido, generan
dificultad para alimentarse, poca ganancia de peso, retardo en el crecimiento,
aumento de la probabilidad de padecer una infeccibn de oido repetitiva y
problemas de habla, ademas de presentar caracteristicas fenotipicas en su
apariencia facial.?

El 90% de los casos de fisura labio palatina asociados a factores genéticos, son
debidos a un tipo de herencia en el cual se presenta un genotipo predisponente
y no sigue los patrones basicos de la herencia mendeliana; la heredabilidad de
esta condicién o el riesgo de obtenerla depende de factores como el grado de
parentesco y el numero de afectados en la familia, el sexo y la magnitud de la
malformacién®; se ha asociado con el sindrome velocardiofacial debido a que
dentro de las caracteristicas fenotipicas de este esta incluida la fisura palatina y
los defectos cardiacos. ElI sindrome velocardiofacial es ocasionado por una
microdelecion cromosoémica en 22q11.2, la cual puede aparecer de novo, 0 venir
como patron de herencia autosomico dominante, a través de un progenitor
portador de la alteracion y, por lo tanto, tener una probabilidad del 50% de
afectar a sus hijos aunque en ellos la delecién se exprese de manera diferente.*

Aungque se han realizado estudios sobre malformaciones congénitas en
Colombia, aun no se han hecho estudios genéticos en pacientes que presentan
fisura labio-palatina asociada con cardiopatia y se desconoce la frecuencia con
que la delecion 22q11.2 podria estar involucrada en la presentacion clinica de
esta condicién; se conoce que la incidencia de la fisura labio-palatina en
Colombia es alta y afecta a 1.5 nifios por cada 1000 nacidos®, lo que hace que
sea de gran importancia estudiar la presencia de la microdelecion y su patrén de
herencia o los factores a los que puede estar asociada para una adecuada
asesoria sobre los riesgos en nuevos embarazos, de la misma manera es
importante evaluar diferencias en la presentacién clinica de la delecion para
orientar hacia un posible diagnostico de delecion 22gl11.2. Es importante
mencionar que los individuos que padecen esta condicion tienen dificultades
para alimentarse, cursan con infecciones a repeticiéon, baja respuesta inmune y
problemas de comunicacién, entre otros.



El propdsito de éste trabajo fue analizar el cariotipo de pacientes que acudieron
a consulta por presentar fisura labio-palatina y que al estar acompafiada de otras
caracteristicas fenotipicas como cardiopatia hicieron sospechar una condicion
sindrémica probablemente asociada a la presencia de la delecion de la region
cromosomica 22q11.2; el estudio de esta regidon en estos pacientes contribuye
al establecimiento de los factores genéticos que estan contribuyendo al
surgimiento de esta condicion fisica.



3. Marco Teorico

La fisura labio-palatina es una malformacion congénita muy frecuente en la
poblacion caucasica. Se presenta con una frecuencia de aproximadamente 1 por
cada 1000 nacidos vivos; sin embargo, en razas orientales y en algunos paises
sudamericanos la incidencia es mayor, mientras que en la poblacion de origen
negro disminuye®. La gravedad de esta condicién varia segun el tipo de fisura,
ya que consiste en la falta de unién de algunos procesos faciales durante el
desarrollo embrionario, que posteriormente en el recién nacido genera
dificultades para la alimentacién, poca ganancia de peso, retardo en el
crecimiento, aumento del riesgo de padecer infecciones repetitivas de oido y
problemas de habla, auditivos y respiratorios ? ademas de presentar
caracteristicas fenotipicas como el cambio en su apariencia facial. Esta patologia
puede tener un origen genético o ambiental; en el origen genético se ven
involucrados genes que actuan como aditivos y que son modificados por factores
presentes en el ambiente y que ocasionan la fisura, este tipo de etiologia no se
ajusta a un patrén de herencia especifico pero se sabe que es dependiente del
sexo (mas frecuente en varones), de los antecedentes familiares, del grado de
consanguinidad y de la magnitud de la afectacion; en el origen ambiental hay
factores que pueden actuar como teratégenos y estos pueden ser de tipo fisico
(mecénicos y de radiacién), quimico (téxicos y farmacol6gicos), o biolégico
(infecciones virales, parasitarias o deficiencias metabdlicas)®.

Este tipo de malformacion congénita ha sido asociado a diversos sindromes
entre los cuales se encuentran el sindrome de DiGeorge (ADG), Sindrome
velocardiofacial (SVCF), y el sindrome facies-anomalia conotruncal o sindrome
de Takao (SFAC).

El sindrome velocardiofacial es el sindrome de microdelecion mas comun
reportado con una prevalencia de 1:2000. Este sindrome es causado por una
delecién en la regién 22ql1.2 y esta asociado frecuentemente a anomalias
cardiacas conotruncales, fisura palatina y caracteristicas faciales que no se
expresan en todos los casos en los que se presenta la delecién; las principales
caracteristicas son retrognatia, exceso vertical maxilar, nariz “grande y bulbosa”
con raiz nasal cuadrada, base alar estrecha, anomalias auriculares menores,
hendidura del paladar secundario, insuficiencia velofaringea, ademas de manos
y dedos afilados, cabello abundante, parpados superiores encapuchados e
hipertelorismo en algunos casos y afecciones cardiacas como tetralogia de fallot
y arco aértico derecho o anomalias menores de los vasos.*®

A principios de la década de los 90 por medio de estudios citogenéticos-
moleculares y signos clinicos comunes entre sindrome de Di George y sindrome
velocardiofacial se pudo determinar que ambos tenian en comdn una
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microdelecién en el brazo largo del cromosoma 22 (22g11.2)%, observada en
cromosomas por medio de bandeo G de alta resolucion, cuyos resultados
pudieron ser corroborados mediante técnicas de FISH (Fluorescence InSitu
Hybridization) la cual tiene una mayor especificidad y mayor capacidad de
deteccion de microdeleciones. Esta técnica permite detectar pequefias
alteraciones imposibles de visualizar por citogenética convencional y es
conocida como el Gold standard para la microdelecion de 22ql11.2; estudios
recientes han demostrado que la microdelecién en 22g11.2 esta presente en el
90% de los pacientes con sindrome de DiGeorge en el 70% en pacientes con
sindrome velocardiofacial y en hasta en un 15% de pacientes con defectos
conotruncales aislados®. Por otra parte las cardiopatias congénitas tienen un
origen etiologico heterogéneo por lo que es posible encontrarlas en forma
aislada o acompafiadas de otras malformaciones constituyendo un sindrome,
cuya causa puede ser la presencia de anomalias cromosémicas (5 a 10%),
defectos monogénicos (3 a 4%) o por teratdgenos (1 a 2%), el porcentaje
restante es atribuido a la relacion entre los genes y el ambiente.®

Un estudio realizado por el CDC (centers for desease control and prevention)
reportd que la delecion 22gl11.2 tiene mayor prevalencia en ciertos grupos
étnicos y que ocurre con mayor frecuencia en poblacién hispana en comparacion
con la poblacién blanca, afro americana y asiatica (1 en 6000)°. La mayoria de
nifos afectados por la delecion padecen defectos cardiacos y diferentes a
anomalias velopalatinas; en una proporcion de 1 por cada 3 tienen defectos
extracardiacos como anormalidades en el sistema nervioso central, deficiencia
inmunolégica y dificultad en el aprendizaje.’®

En los casos de sindrome de delecion 22g11.2 se ve afectada una region que
comprende entre 1.5 Mpb a 3 Mpb y contiene entre 30-40 genes incluyendo el
gen TBX1 cuya funcion es proveer informacion para la fabricacion de una
proteina llamada T-boxl, la familia de estas proteinas cumplen un papel
importante en la formacion de tejido y 6rganos durante el desarrollo embrionario;
cambios en la funcion normal de T-box1l o una disminucion de la cantidad de
esta proteina, ocasionada por mutacién en el gen o delecion en el cromosoma
22 estan asociados con los signos presentes en el sindrome de delecién
22911.2 como: defectos cardiacos, paladar hendido, rasgos faciales, pérdida de
audicién, hipocalcemia y en algunos casos cambios en la conducta®?, también se
ha encontrado mutacion de este gen en personas con Sindrome de DiGeorge sin
delecién en el cromosoma 22 2
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Ante la falta de informacion acerca de los factores genéticos responsables de la
fisura labio palatina en nuestra poblacion, se hace necesario realizar estudios
para hacer una aproximacion al origen de la patologia en los pacientes y de ésta
manera orientar su prevencion, tratamiento y el asesoramiento familiar. Al hacer
la valoracion fenotipica del individuo se debe hacer un diagnostico de su
condicion clinica sindromica (defectos del corazén, anomalias del paladar como
el paladar hendido y dificultades en el habla, infecciones del oido medio o la
pérdida de audicion, dificultades para la alimentacion, niveles bajos de calcio en
sangre, problemas del sistema inmune que puede aumentar el riesgo de
infecciones, dificultades de aprendizaje y retrasos en el desarrollo, comunicacion
y de interaccion social) y procederse a realizar pruebas citogenéticas por bandeo
G de alta resolucion y FISH u otra técnica de citogenética molecular, para
establecer si la presencia de la delecion de 22g11.2 es la causante del fenotipo.
Finalmente se sugerira como tratamiento la cirugia segun sea el grado de
afeccion de cada paciente, asesoria psicologica y la asesoria genética en los
casos relevantes, es decir cuando a partir de los resultados se determine un
posible origen parental.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Analizar la presencia de la delecion 22g11.2 en pacientes con fisura
labio palatina y cardiopatia, mediante técnicas de citogenética
convencional y de FISH, y establecer su relacién con la clinica de los
pacientes.

4.2 Objetivos especificos

e Realizar cariotipo en linfocitos de sangre periférica para deteccion de
la delecion 22g11.2 u otras anomalias cromosomicas por medio de la
técnica de bandeo G de alta resolucién

e Establecer la presencia de la delecién 22g11.2 por medio de la técnica
de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) mediante el uso de la
sonda TUPLE (22911)/22913(SHANK3) (Kreatech)

e Analizar los resultados obtenidos en relacién con la clinica de los
pacientes.
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5. Metodologia

5.1 Seleccion de pacientes

Los pacientes con fisura labio—palatina que participaron en el estudio
fueron seleccionados a través de la consulta del programa “operaciéon
sonrisa”, con otros signos clinicos como cardiopatia, que hicieron
sospechar que podrian ser portadores de la delecién 22g11.2.

5.2 Consentimiento informado

Posterior a la seleccion del paciente se inform6 y se explico las
caracteristicas y la importancia del estudio a sus familiares o su tutor,
quienes luego de haber aceptado su participacion en el estudio firmaron
su consentimiento para la realizacion de las pruebas.

5.3 Toma de muestras

Se tomaron las muestras de sangre de los pacientes en tubos de 5 ml con
anticoagulante de heparina y se asigné un numero de identificacion a
cada uno.

5.4 Cariotipo de alta resolucion

Para este procedimiento en cada paciente se colocaron en 2 frascos de
cultivo 5 ml de medio nutritivo RPMI, suplementado con suero fetal
bovino al 10% (SFB), fitohemaglutinina (FHA) y aproximadamente 0.25 ml
de la muestra de sangre total para la obtencion de un cultivo 6ptimo. Los
frascos fueron marcados con el numero de identificacion del paciente, e
incubados a 37°C. A las 48 horas se agreg0 a cada frasco de cultivo 50
ul de metrotexate se protegieron de la luz y se dejaron en incubacion a
37°C por 17 horas.

Luego de 17 horas se pasoO el contenido de los frascos a tubos y se
hicieron dos pases de lavados por centrifugacion y uso de medio RPMI y
SFB al 10%, al final se pasaron los botones celulares de nuevo a frascos
de cultivo con medio RPMI suplementado con SFB al 10% y 50ul de
timidina y se incubd de nuevo por 5 horas a 37°C.

Cumplidas las cinco horas de incubacion se les agrego 50pul de colchicina
por 10 min se centrifugo y se retird el sobrenadante, se les agrego 8 ml de
solucion hipotonica (KCI 0,075 M) para una adecuada dispersion de los
cromosomas. por 15 minutos y se dejo en incubaciéon a 37°C.
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Se agrego 1ml de solucion de solucion fijadora (3:1 partes de metanol :
acido acético), se homogeniz6 por inversion, se centrifugd y se retirg el
sobrenadante. Se volvio a agregar fijador a la muestra, se resuspendio y
se refrigero durante 20 minutos a una temperatura aproximada de -20°C.

Los tubos fueron retirados de refrigeracién, se realizaron dos
centrifugaciones cada una con 10 ml de fijador, y se retiro el
sobrenadante dejando aproximadamente 0.5 ml para el goteo sobre
placa.

Se dejaron caer 3 gotas sobre lamina portaobjetos previamente limpiada y
desengrasada, se dejaron secar y se observaron al microscopio por
contraste a un aumento de 10x la calidad de las metafases y luego se
almacenaron hasta el bandeo.

5.4.1 Bandeo G con HCl y Wright

Laminas extendidas dias anteriores fueron puestas al horno a 37°C la
noche anterior, al dia siguiente la temperatura fue aumentada a 100°C por
20 minutos y luego se procedid a realizar el bandeo introduciendo las
laminas en una solucién de HCI 0.025 M por 3 segundos, se lavaron con
abundante agua y se dejaron secar a temperatura ambiente,
posteriormente se introdujeron en una solucién 1xSSC a 50°C, se lavaron
con agua y se secaron.

La solucién colorante fue preparada con 3 partes de solucion de Sorensen
y 1 parte de colorante de Wright, se colorearon las laminas por 3 minutos,
se lavd con agua corriente, se dejaron secar y se cubrieron con laminas
cubreobjetos y entellan.

5.4.2 Reconocimiento cromosomico y elaboracion de cariotipo

Se procedié a hacer reconocimiento de cromosomas para poder ser
organizados de acuerdo a su tamafio y morfologia conformando un
cariotipo, e identificar anomalias numéricas o estructurales en cada caso.
Se evaluaron 25 metafases de buena calidad por paciente y se tomé
fotografia para elaborar el cariotipo y el informe del resultado.

5.5 FISH

Las laminas extendidas previamente con los preparados cromosOmicos
fueron puestas en una solucién de formamida al 70% en 2xSSC a 71°C
durante 30 segundos, se sacaron y se dejaron escurrir libremente, luego
se deshidrataron en soluciones crecientes de etanol al 70%, 90% y 100%
durante 2 minutos en cada una. La sonda fue denaturada sumergiéndola
en el bafio serolégico a 71+1°C durante 5 minutos aislada de la luz, una
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vez lista la lamina y denaturada la sonda se colocaron 10ul de esta ultima
sobre la lamina, se cubrié con cubre objetos de 22x22mm y se sellaron
los bordes alrededor de la laminilla para evitar la evaporacion de la sonda,
luego se incubd para la hibridaciéon en camara humeda a 37°C por 16
horas.

Pasadas las 16 horas se calentaron en bafio a 44+1°C las soluciones de
formamida al 50% en 2xSSC, 2xSSC y 2xSSC con tween 20 0.1%, se
lavaron las preparaciones con estas soluciones, se dejaron escurrir y se
colocaron 10 pl de DAPI- antifade evitando la formacion de burbujas y
retirando el exceso de DAPI, se dejaron en reposo por 30 minutos para la
incorporacion de la contratincion y se procediéo a la observacion de
sefales en microscopio de fluorescencia.
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6. RESULTADOS:

Se analizaron 10 pacientes 7 de sexo masculino y 3 de sexo femenino, con
edades entre los 2 y los 17 afios de edad. Todos presentaron como
caracteristicas comunes fisura facial y cardiopatia; la fisura facial presento
varias caracteristicas asi: Fisura labio palatina bilateral completa (FLPBC),
Fisura labial completa (FLC), Fisura palatina (FP), Fisura labio palatina unilateral
izquierda (FLPUI), Fisura labio palatina unilateral derecha completa (FLPUDC),
fisura labial (FL), fisura paladar completa (FPC), fisura labio palatina unilateral
izquierda completa (FLPUIC), paladar hendido (PH) y en cuanto a la cardiopatia
nueve casos presentaron soplos cardiacos con diferentes grados de severidad y
un caso con ductus arterioso persistente.(Ver tabla 1y Otro rasgo clinico relevante
encontrado fue la presencia de alteraciones en el desarrollo psicomotor en
cuatro pacientes, tres de ellos en grado bajo y uno en grado moderado. (Ver tabla
1)

Cuatro pacientes ademdas tuvieron antecedente familiar, el cual fue relevante
como factor hereditario a ser considerado en el estudio, tres casos fueron por
linea paterna y uno por linea materna.

El analisis de cariotipo se evidencié una constituciébn cromosémica normal en
todos los pacientes, cada uno con los respectivos 46 cromosomas que
corresponden a cariotipo humano normal sin ninguna alteracién en el nUmero ni
en la estructura de los cromosomas, 46,XX para las mujeres (Ver figura 1) y
46,XY para los hombres(Ver figura 2). Un hallazgo adicional fue la expresion de
fragilidad cromosdmica en varios cromosomas y bandas cromosémicas en
todos los casos y en algunos de ellos rearreglos cromosdmicos aislados y la
alteracion en el tamafio de algunos polimorfismos cromosomicos (1gh+, 9gh+,
Ygh+, Ygh-) (Ver tabla 2)

En el andlisis citogenético por FISH ocho pacientes mostraron sefiales normales
de hibridizacién tanto para la regién 22q11.2 como para la regién 22q13 (sefial
control): 46,XY.ish 22q11.2(TUPLEx2) (ver figura 2). En dos casos se evidencio
ausencia de la region 22q11.2, el caso 41 con presencia de la delecion en forma
universal: 46,XY.ish del(22)(q11.2911.2)(TUPLE-) (ver figura 3); y el caso 51 con
presencia de la delecibn en forma de  mosaico  46,XY.ish
del(22)(q11.2911.2)(TUPLE-)/22g11.2(TUPLEX2) (ver figura 4).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas del grupo de pacientes analizados

20

23

25

30

35

36

41

42

49

51

10

17

10

12

10

14

FLPBC

FP

FLPUI

FLPUD

FLUI

FLPBC

FPC

FLPUIC

FP

FLPBC

Soplo sistdlico grado
v

Soplo sistdlico grado
v

Soplo sistdlico grado
[I/IV, hipoacusia
bilateral

Soplo sistdlico grado
I/IV en foco mitral

Ductus arterioso
persistente

Soplo sistdlico grado
v

Soplo sistdlico grado
v

Soplo sistdlico grado
v

Tia materna FLU

Ninguno

Primo paterno
LPH

Ninguno

Tia paterna FL y
tatarabuela
paterna con
FLPBC

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Tio paterno con

PH

Ninguno

Normal

Bajo

Normal

Normal

Normal

Normal

Moderado

Normal

Bajo

Bajo

F: femenino; M: masculino FLPBC (Fisura labio palatina bilateral completa), FLC (Fisura labial completa), FP (Fisura palatina),
FLPUI (Fisura labio palatina unilateral izquierda), FLPUDC (Fisura labio palatina unilateral derecha completa), FL (fisura labial),
FPC (fisura paladar completa), FLPUIC (fisura labio palatina unilateral izquierda completa), PH (paladar hendido), LPH (labio

paladar hendido)
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Tabla 2. Hallazgos citogenéticos y moleculares en los pacientes analizados

20 46,XY
23 46,XX
25 46,XX
30 46,XY
35 46,XY
36 46,XY
41 46,XY
42 46,XY
49 46,XX
51 46,XY

46,XY.ish 22q11.2(TUPLEX2)

46,XY.ish 22q11.2(TUPLEX2)

46,XY.ish 22q11.2(TUPLEX2)

46,XY.ish 22q11.2(TUPLEX2)

46,XY.ish 22q11.2(TUPLEX2)

46,XY.ish 22q11.2(TUPLEX2)

46,XY.ish del(22)(q11.2q11.2)(TUPLE-)

46,XY. ish 22q11.2(TUPLEx2)

46,XY.ish 22911.2(TUPLEx2),22q13(SHANK3X2)

46,XY.ish del(22)(q11.2911.2)(TUPLE-),
22q11.2(TUPLEX2)

chrglp32, chrglg21.3, chtb
2911.2, chrg 2q14, chrg 2924.2,
chrg 3p14, chrg 3g21.3, chrg
5031, chrg 6926, chtb 7p21.1,
8p11.2, chtb11q14.2, chrblg21,
chtb 7936,

1gh+, 9gh+, chrg3pl4, chrg6g26,
chrg11q13.13, chtb3p14,
chtb11g14.2, chtb19p13.1,
chtb12q15, chtb6q26, 22qter?,

chtb3p14, chrg3p14, chrg6q26,
chtb1p12.1, chrglp32,
del(9)(g12)

chtb2q16, chrg2g24.2, chtb3p14,
chtb4p12 chrg6q26, chtb11g21,
chth12qg22, chtbXp22.2,
chtbXp11.21,

chtb1p31.2, chrglg21.3,
chrg2q34, chtb3p14, chrg3pl4,
chtb6g26, chtbXq22.1

chrg1p36.1, chrglq21,
chtb2p15, chrg2g33, chtb3p14,
chrg3p14, chrgép21.3, chth6g26,
chtb7p11.2, chrg7qg21,
inv(14)(q11g32), chrg13g21,
chtb16qg23

chrg 10g22.1

chrg2q31, chtb3p14, chrg4q31,
chtb7g31.2 chtb7qg32,
chtb11p15.3, chtb11q13,
chrg12g24.3, chtb14g21.1,
chtb15qg24, chtb16g23,
chtb20q13.3, Ygh+,

chrglp34, chtb2g31.1, chtb49g23,
chtb9q12, chtb17g21

Ygh-,

Chtb: rotura cromatidica; chrg: gap cromosomico; gh+: aumento tamafio de la heterocromatina del brazo largo; qter?:
telomero del brazo largo; del: delecion; inv: inversion; gh-: disminucién tamafio de la heterocromatina del brazo largo
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SHANK3
(913)

\

Expresion nor;mal/'
de sefiales e
ambos

cromosomas 22\
"

Figura 3a . FISH en metafase de caso 23, indicando Figura 3b. FISH en ndcleo interfasico de caso 25
hibridacién de las dos regiones en los dos cromosomas indicando la deteccion de las dos regiones en ambos
22 (g11.2: rojay q13: verde) cromosomas 22 (q11.2: rojo y q13:verde)

Ausencia de una

seflal SHANK3
del 22g11.2

Figura 4a. FISH en metafase de caso 41, indicando Figura 4b. FISH en ndcleos interfasicos de caso
delecion de la region g11.2 en un cromosoma 22 41, indicando delecién de la regién gq11.2 en un
(ausencia de la sefial roja). cromosoma 22 (ausencia de una sefial roja).
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SHANK3
(913)

TUPLE /

(011.2)

Figura 5a. Presencia de mosaicismo en metafase de
caso 51, Superior: ausencia de la sefial roja en un
cromosoma 22 indicativo de delecion de la regién de
hibridizacién q11.2, en un cromosoma 22, Inferior:
hibridaciéon de las dos regiones en los dos
cromosomas 22.

Ndcleo

con —_—
delecién

q11.02

4—  Nicleo
normal

Figura 5b. Presencia de mosaicismo en nucleos de
caso 51, Superior: ausencia de la sefial roja en un
cromosoma 22 indicativo de delecién de la regién de
hibridizaciébn g11.2, en un cromosoma 22, Inferior:
hibridacion de las dos regiones en los dos
cromosomas 22
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7. Discusion

Entre los 180 signos clinicos conocidos que se relacionan con la microdelecion
de 22g11.2 estéan la fisura labio-palatina y la cardiopatia congénita, siendo esta
dltima una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad en pacientes,
principalmente por alguna forma de enfermedad coronaria'’ Cuando hay
sospecha de delecion 22g11.2 se recomienda un examen citogenético de rutina
corroborado con FISH ya que en <1% de los casos se presentan rearreglos
cromosomicos que involucran la regidon 22qll1.2, como traslocaciones con
otros cromosomas 3. Los 10 pacientes incluidos en el estudio presentaron
caracteristicas clinicas para ser considerados como candidatos a ser
portadores de la microdelecion 22q11.2 y por lo tanto sugerir que su fenotipo
podria ser reflejo de la perdida de material genético en esta region
cromosomica; los cuadros clinicos incluyeron malformacién cardiaca congénita
y fisura facial con diferentes grados de severidad, tamafio y ubicacion de la
fisura, ademas de presencia de retardo en el desarrollo psicomotor y
antecedentes familiares de importancia en algunos casos. A pesar de ser todos
candidatos para la delecién solo dos pacientes mostraron el genotipo de
pérdida de la region 22gq11.2 (Tabla 2).

La aparicion de la fisura labio palatina al igual que la cardiopatia congénita en
pacientes con delecién 22g11.2 no esta aun bien definida, sin embargo se ha
asociado a la delecion del gen TBX1 incluido en la region de la delecion cuya
funciébn es estimular la produccién de la proteina T-box1 involucrada en
procesos de formacién de érganos y tejidos durante el desarrollo embrionario*?.
Es posible que por la interrupcion del proceso de formacién de la proteina T-
box1 al estar el gen TBX1 ausente se genere un fenotipo caracteristico de la
microdelecion de 22g11.2 como las cardiopatias y la fisura presentes en la
clinica del paciente que los hace candidatos a ser estudiados en busca de la
delecién y a sus progenitores en caso de sospecharse un patrén de herencia
autosémico dominante como el que se presenta cuando la patologia esta
asociada a un factor genético. La fisura palatina también se ha asociado a
factores ambientales®, los cuales es posible que influyan sobre las células
germinales de los progenitores o durante el desarrollo embrionario, esto abre la
posibilidad de que producto de dafio en el material genético se pueda generar
eventualmente alteraciones cromosdmicas como la delecién 22g11.2 en células
germinales que sean transmitidas a los productos de fecundacion, o adquiridas
en etapas muy tempranas del desarrollo y de esta manera tener un hijos
afectados por la delecién. En la muestra analizada dos de los casos: 41 y 51
los cuales fueron portadores de la delecion podrian concordar con esta
hipotesis; el caso 41 muestra la delecion en forma universal lo que podria
concordar con un posible surgimiento durante la meiosis de alguno de los
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progenitores, mientras que en el caso 51 la delecion esta presente en forma de
mosaico, compatible con un origen probable poscigoto. Estos dos casos no
informaron antecedente familiar, sin embargo es necesario analizar también a
los padres para descartar el que el rasgo sea heredado. Autores reportan que
debido a que el sindrome de delecion 22g11.2 es de herencia autosémico
dominante en el 7% de los casos y en el 93% de los casos se presenta de
novo, es necesario realizar FISH a ambos padres, los padres con FISH normal
el riesgo de recurrencia es menos del 1% y esta determinado por mosaicismo
germina y somatico, cuando esta alterado el riesgo aumenta hasta a un 50%. *°

Se han descrito casos de mosaicismo para 22g11.2 detectados por FISH en los
que los pacientes presentan las mismas caracteristicas clinicas que un
paciente con delecion universal y que en su mayoria cursan con cardiopatia y
fisura'®. El caso 51 al cual se le detectd la delecion en forma de mosaico
mediante FISH (figura 5a), concuerda con esta descripcion, tiene fisura
palatina, soplo sistélico grado Il/IV y afectacion del desarrollo psicomotor. Los
mosaicos pueden estar presentes en un muy bajo nimero de células
sanguineas (mosaicos de baja proporcién), por lo que varios estudios sugieren
descartar la posibilidad de limitar este hallazgo a células de sangre periférica y
realizar FISH en células de origen endodérmico como de la orina, o en células
de origen ectodérmico como las bucales. Se recomienda en todos los casos la
realizacion de FISH para detectar un mosaico para la region 22gll.2 y
extremar los cuidados en el andlisis ya que las sefiales emitidas pueden verse
afectadas en los nucleos en interfase, por el tipo de sonda y de la muestra.*®
En este estudio aunque se sospecha de un mosaico de baja proporcion (~10%)
no se logré establecer con precision este porcentaje, por lo que se recomienda
realizar el estudio en células de otro tejido con FISH para realizar correlacion
con la clinica.

El sindrome velocardiofacial (SVCF) fue descrito en 1978 y se caracteriza por
incluir fisura palatina y anomalias cardiacas conotruncales, un fenotipo
caracteristico y problemas de aprendizaje; pueden presentar nariz prominente
con raiz nasal cuadrada, hipoplasia del area malar, retrognatia y anomalias
auriculares menores, también presentan voz hipernasal debido a la
incompetencia velofaringea o fisura palatina **. El grupo de pacientes que
hicieron parte del estudio, mostraron caracteristicas clinicas comunes al
sindrome velocardiofacial, pero sin llegar a ser completamente compatibles con
este. El hallazgo de dos pacientes con la delecion en 22qg11.2 confirma el
amplio espectro de expresion del fenotipo descrito, el cual se expresa con
diferentes grados de afectacion; se ha sugerido que esto puede estar
influenciado por la carga genética del individuo y el entorno ambiental al que
este ha estado expuesto®®
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La citogenética clasica de alta resolucion no reveld la delecion en el
cromosoma 22, sin embargo es necesario realizarla a todos los pacientes con
una clinica similar ya que se debe descartar la presencia de otras anomalias
citogenéticas que pudieran generar un fenotipo similar.

En la muestra analizada tampoco se hallaron anomalias cromoso6micas que
justificaran el fenotipo, sin embargo se observo elevada expresion de fragilidad
en algunos casos, y presencia de rearreglos cromosomicos aislados,
probablemente por la elevada inestabilidad de los cromosomas (Ver tabla 2)
Esta fragilidad fue observada en distintas regiones cromosémicas y en
diferentes cromosomas siendo la region mas afectada y comdn a todos los
casos pl4 en el cromosoma 3 (ver figura ..), estas regiones fragiles se
presentan por inhibicion parcial de la replicacion de ADN en sitios especificos y
constituyen de esta manera sitios o zonas de la cromatina que no se condensa
durante el proceso de la mitosis, formando brechas o gaps, o ligeras fracturas
en el cromosoma '°'®. La mayoria de regiones fragiles puede ser heredada de
forma codominante por expresion de ambos alelos en el fenotipo y su ubicacion
no varia de un individuo a otro. El sitio FRAB3B ubicado en la region p14 del
cromosoma 3 se destaca como el sitio fragil mas coman en el genoma humano;
basados en el hallazgo de la lectura de 25 metafases por cada paciente se
puede determinar que las fragilidades corresponden al grupo de sitios fragiles
comunes que no son significativos y estan presentes en todos los individuos.
Se han descrito factores asociados a la fragilidad cromosodmica, incluyendo
patégenos como virus y bacterias que inducen en dafio en el ADN y aumentan
la fragilidad cromosémica, farmacos genotoxicos que causan inestabilidad
gendmica , drogas alquilantes en dosis aumentadas que repercuten
especialmente en el cromosoma 5, tdéxicos de accidn clastogénica como
heroina y cocaina que causan dafio en el ADN y se relacionan enfermedades
del paciente como anemias por déficit de vitB12 y folatos.’® Aunque la
expresion de fragilidad es comun en los cromosomas en algunos casos
analizados hay una expresion aumentada de esta, por lo que se recomienda el
analisis de factores externos o internos del individuo que influencien este grado
de inestabilidad.

Otro hallazgo en el cariotipo fue la variacion en el tamafio de algunas regiones
polimorficas en cromosomas (ver tabla 3). Los polimorfismos son variantes del
genoma que se transmiten de generacion en generacion y asi mismo van
adquiriendo frecuencia en la poblacién, !’ Se ha descrito que ciertos
polimorfismos como Ygh+ y Ygh- podrian estar asociados a retaso mental y
problemas en sistema reproductor, consistente en abortos e infertilidad.*’

Ocho de los pacientes incluidos en este estudio presentaron las caracteristicas
comunes y asociadas al sindrome de delecidon 22q11.2 candidatos para ser
portadores de la delecién, sin embargo en la lectura de metafases y nudcleos
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interfasicos realizada en FISH no se encontro evidencia de delecion de la
region, ya que presentaron dos sefiales de la sonda control (SHANKS3) y dos
sefiales de la sonda especifica para la region 22q11.2 (TUPLE). Varias
publicaciones hacen referencia a que algunos individuos con caracteristicas
tipicas del sindrome de deleciéon 22g11.2 pueden no mostrar la delecion por
FISH con sondas comunes como TUPLE y N25 ya que estas no alcanzan a
detectar una delecion de menos de <40Kb y tampoco muestran la mutacion en
TBX1™, por esta razén no se puede asegurar que los pacientes de este estudio
que dieron negativos por FISH para la delecién, realmente no la tengan ya que
existe la posibilidad de que la delecién no entre en el area que cubre la sonda
TUPLE; por esta razén es conveniente aplicar otra técnica de citogenética
molecular como MLPA para la region 22g11.2, la cual rastrea toda la region y
con precision puede detectar pequefias pérdidas de material genético en la
region de interés.
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8. Conclusiones

El andlisis de cariotipo realizado al grupo de pacientes no evidencié anomalias
cromosOmicas visibles que involucraran el cromosoma 22 o la region 22q11.2;
tampoco se observaron otras anomalias que hicieran sospechar una relacion
con el fenotipo.

Se identificoO por medio de la técnica de FISH en los pacientes con fisura labio-
palatina y cardiopatia la presencia de delecion 22q11.2 en 2 pacientes, en un
paciente se evidencio la delecion de manera universal y en otro se hallé la
delecibn en mosaico, el resto de los pacientes expresaron las sefiales de
hibridizacion completas para el control y la regién especifica sin ninguna
alteracion, de esta manera es posible también confirmar la sensibilidad de la
prueba para detectar la delecion de la region y de manera especifica los casos
de mosaicos en relacién con las técnicas de citogenética clasica .

Los pacientes portadores de la delecion mostraron fisura labio palatina,
anomalia cardiaca y alteracion en el desarrollo psicomotor; caracteristicas
clinicas relevantes dentro del sindrome de delecion 22g11.2.

El andlisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes, de cariotipo y de
FISH permiti6 comprobar la elevada variabilidad fenotipica expresada en los
pacientes que hacen sospechar que puedan ser portadores de la microdelecion
22q11.2.

La delecibn 22g11.2 en pacientes con fisura labio palatina asociada con
cardiopatia puede considerarse relevante en la poblacion colombiana y
requiere atencién por la implicacion para el paciente y la posibilidad de
afectacion familiar.
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9. Recomendaciones

Indagar sobre los posibles factores ambientales de riesgo como la exposicion
de los padres a agentes que puedan causar dafio en las células germinales y
que puedan originar anomalias como la delecion 22g11.2 en la descendencia, y
el estudio al grupo familiar de los pacientes con la delecion aunque no
presenten caracteristicas evidentes.

Para el caso 51 en donde se evidencié una constituciébn en mosaico de baja
proporcion, se sugiere corroborar el resultado obtenido mediante la ampliaciéon
de la lectura por FISH en 100 metafases o en 400 nucleos, y analizar otros
tipos de muestra como células bucales o de orina.

Analizar los resultados hallados con FISH mediante la técnica MLPA para
corroborar presencia de delecion por fuera del area de hibridizacion y de esta
manera establecer la amplitud de la region de delecion en los dos pacientes
afectados.

Realizar siempre ademas de la citogenética clasica, citogenética por FISH para
evidenciar los casos positivos para la delecion y en especial para detectar los
casos de mosaicismo dado que ninguna otra técnica permite discriminar los
mosaicos.

Se recomienda realizar MLPA a los pacientes cuyo resultado haya sido
negativo por FISH con el fin de corroborar el resultado, ya que puede que la
delecion se encuentre por fuera del area de hibridizacion detectada por el
FISH.
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10. ANEXOS
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Anexo 1. I[deograma cromosoma 22, y sondas especificas de cada regién (tomado de
inserto Kreatech)
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Anexo 2. Cariotipo masculino 46, XY sin anomalias cromosomicas de paciente 41.
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