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Title: Analysis of the structural chromosomal anomalies and distribution by chromosomes in the ECEMC’s series
of newborn infants with congenital defects

This study was aimed at estimating the frequency of unbalanced structural chromosomal anomalies
identified in the consecutive series of newborn infants with congenital defects, registered in the Spanish
Collaborative Study of Congenital Malformations (ECEMC). These cases were cytogenetically studied at its
laboratory since 1981 up to December 2009. A total of 4,681 cases were studied following a protocol
established by ECEMC program, which starts by performing a high resolution karyotype (550-850 bands),
and if the results are normal, it is followed by the analysis of subtelomeric regions and depending on the
clinical manifestations, some FISH and MLPA analyses were applied in order to also rule out microdeletion
syndromes. The parents and other relatives were also studied when necessary, according to ECEMC’s protocol.
A total of 136 cases had unbalanced chromosomal structural anomalies. Data were analyzed either globally
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or in two periods including the years 1981-1994, and 1995-2009 which are before and
after starting the use of FISH techniques in the ECEMC's laboratory.

Among the 136 total cases having unbalanced structural anomalies, 71.32% were
cytogenetically detected, and the remaining 28.68% by FISH. Each type of anomaly was
distributed by involved chromosome separating those affecting p and q arms. In the
group of cytogenetically detected anomalies, deletions (42.55% of cases) were 2.1 times
more frequent than duplications (20.22%). Deletions affecting short arms were 3 times
more frequent than duplications. Among cases detected by FISH techniques, deletions
were 15.49 times more frequent than duplications, the 22q11.2 microdeletion being the
most common (38.46% of the cases), followed by the deletions in chromosomes 15
(15.38%) and 4 (10.26%). Some of these alterations were identified by the clinical suspicion
of their specific syndromes (Wolf-Hirschhorn, Prader-Willi, Williams-Beuren, Miller-
Dieker, etc), and this could somehow bias their frequencies (see Table 3). In addition,
some other unexpected microdeletion syndromes were detected such as two cases with
microdeletion 1p36, one case with each of the following microdeletions: 2q23.1, 5931,
and a deletion 12q13.3-q21.2, including the region of the known microdeletion syndrome
12q14, but it is possible that may be other not hitherto identified.

To our knowledge, this study represents the first one analyzing the frequency of
chromosomal alterations globally and by each one of the 23 chromosomes on a consecutive
series of newborn infants with congenital defects which are detectable during the first
three days of life. It is also remarkable that all the cases were studied with the same
protocol and the same team of specialists.

Palabras clave/Key words: Alteraciones cromosémicas estructurales, distribucion,
cromosomas, ECEMC / Structural chromosomal alterations, distribution, chromosomes,
ECEMC.
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INTRODUCCION

A partir del afio 1971 las técnicas de bandeo cromosémico se transformaron en la
técnica citogenética estandar, ya que permitia detectar alteraciones estructurales mucho
mas pequefias que con la tincién clasica. Son muchisimos los trabajos publicados (y que
se siguen publicando) sobre diferentes tipos de alteraciones estructurales, tanto por
exceso (duplicaciones) como por defecto (deleciones), referidas a uno o varios
cromosomas, incluyendo las producidas de novo y derivadas de alteraciones balanceadas
de origen parental'®. En algunos trabajos se han estudiado los tipos de anomalias
cromosomicas y sus frecuencias en series de pacientes de distintas procedencias, asi
como en casos de diagnéstico prenatal”® o de revisiones de la literatura®'°. Sin embargo,
no hemos identificado trabajo alguno que analizara una muestra de recién nacidos
consecutivos con defectos congénitos (mayores y/o menores) identificados al nacimiento,
para calcular la frecuencia de los diferentes tipos de alteraciones identificadas en cada
cromosoma Yy sus potenciales diferencias.

En este trabajo se muestran los resultados obtenidos en el laboratorio del ECEMC,
sobre los recién nacidos con defectos congénitos que integran la base de datos del propio
registro. El objetivo es analizar la frecuencia de alteraciones cromosémicas estructurales
no balanceadas en cada cromosoma, con especial referencia a las pérdidas y ganancias
como Unica alteracién del cariotipo (“puras”), independientemente del mecanismo por el
que se hayan producido.

MATERIAL Y METODOS

El procedimiento que se sigue en el laboratorio del ECEMC, se basa en el siguiente
protocolo (Esquema 1). De los recién nacidos que presenten, al menos, un defecto
congénito mayor (generalmente grave), y dos o mas defectos congénitos menores y/o
leves (incluyendo el bajo peso para la edad gestacional y la hipotonia), se debe enviar
sangre y/o tejidos al laboratorio. Una vez recibidas las muestras biologicas, el orden de
procesos que se sigue es el siguiente:

1. Se realiza el estudio cromosémico de alta resolucion (550-850 bandas).

2. Si el cariotipo fuera normal, pero las manifestaciones clinicas sugieren alguno de
los sindromes de microdelecion o de otro tipo (de los que existen sondas
especificas), se estudian mediante las sondas de FISH o MLPA correspondientes.

3. Si lo anterior resulta normal y, mas aun, si se sabe que tiene problemas del
desarrollo neuro-motor, se realiza el estudio de las regiones subteloméricas
mediante MLPA para tratar de descartar microdeleciones a ese nivel.

4. Finalmente, si lo anterior también fue normal, se sugiere la realizacion de un
estudio de array-CGH (aCGH).

5. Si se detecta una alteracion, se realiza el estudio de los padres, hermanos y otros
familiares, si procede.

El laboratorio del ECEMC se inici6 en el ano 1981 y, desde esa fecha hasta
diciembre del afno 2009, se ha realizado el estudio citogenético en 4.681 casos, que
corresponden sélo a nifios con defectos congénitos que integran la base de datos del
ECEMC. No obstante, como las técnicas de FISH se iniciaron en el laboratorio en el
ano 1995, aunque los resultados que se muestran en este trabajo se han obtenido
sobre el total de casos, también se reflejan los datos, y sus diferencias, en los dos
periodos formados por el comprendido entre los afios 1981-1994, en los que sélo se
realizaban analisis de citogenética, y el 1995-2009, en el que ya se usaban también
técnicas de FISH.
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Esquema 1. Protocolo que se sigue en el ECEMC para la identificacion de alteraciones
cromosdmicas como causa de defectos congénitos

PACIENTES:
Recién nacidos con, al menos, un defecto mayor o mas de uno menores

| Cariotipo de 550-850 bandas |

ALTERADO NORMAL

A v
. Segin la clinica, analisis de sindromes de

* microdelecion y/o MLPA de telomeros

Estudio familiar, cuando procede
y sea técnicamente posible NORMAL

v

Se realiza un completo informe para el médico,
explicando, y documentando, los resultados de
todos los estudios realizados. <

También se indica la implicacion para la familia

Segiin la clinica, y
evolucion, se hace
aCGH

Para el anilisis se han calculado los porcentajes de los diferentes tipos de alteraciones
estructurales detectadas en los 136 casos, tanto en forma global como por cada uno de los
cromosomas, especificando las que afectaron al brazo corto (p) y al brazo largo (). El calculo
de los porcentajes se ha realizado en forma separada segun si la alteracion se detecté con
bandas o si fue con técnicas de FISH, y en el total. Para las comparaciones se ha calculado la
frecuencia relativa (FR), que se obtiene dividiendo los porcentajes que se desean comparar, y
cuyo resultado indica las veces que uno de ellos es mayor (0 menor) que el otro. El anilisis
de la ji-cuadrado de la tabla 2x2, nos da el nivel de significacion estadistica, que se ha
establecido a partir de p<0,01. Este analisis permite confirmar si las frecuencias de alteracion
de cada cromosoma, y las que afectan a cada brazo, difieren como cabria esperar, entre las
dos técnicas, y cudles son los cromosomas en los que con mayor frecuencia se observaron
alteraciones estructurales que se detectan en los fetos que llegan a nacer.

RESULTADOS

Del total de los 4.681 pacientes estudiados en todo el periodo (Esquema 2), en 1.528
(32,64%) se identificaron alteraciones cromosémicas que, como se observa en el Esquema 2,
se separaron segun el tipo de alteracion en tres grupos: los 1.274 casos con anomalias
numéricas (que representan el 83,38% de los casos con alteraciones cromosémicas),
241 casos (15,77%) con alteraciones estructurales, y un pequefio grupo que incluye 13
casos (0,85%) que presentan a la vez una alteraciobn numérica y una estructural
(fundamentalmente son trisomia 21, o monosomia X, que ademas tienen una alteracion
estructural de otro cromosoma, que puede estar en balance o en desbalance). Por ultimo,
el grupo con alteraciones estructurales se separ6 en los 105 casos que tenian alteraciones
balanceadas de cualquier tipo (43,57% del total de estructurales), y los 136 casos restantes
(excluyendo los que tenian alteraciones de los cromosomas sexuales) (56,43%) tenian
alteraciones estructurales desbalanceadas. Estas ultimas se separaron en 97 casos (71,32%)
en los que la alteracion se identificé por citogenética (alta resolucion), y 39 (28,68%) en
los que se detect6 por FISH (incluyendo sondas de regiones especificas, MLPA y pintado
cromosomico-WCP).
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Esquema 2. Muestra estudiada (periodo 1981-2009) por resultados y técnicas

Total de casos estudiados: 4.681

Normales: 3.153

| Alterados: 1528 (32,64%) |
|

v \Z v

‘ Estructurales: 241 (15,77%) ‘ Estructural+numeérica | | Numéricas y
4 13 (0,85%) mosaicos
/ \ 1.274

: fooo (83,38%)
Deleciones, dupl'lcaclones Estructurales balanceadas y
y reordenamientos marcadores
136 (56,43%) 105 (43,57%)
97 casos (71,32%) 39 casos (28,68%),
identificados por identificados por
citogenética técnicas de FISH

Con objeto de cuantificar las diferencias introducidas por el periodo en que se
utilizan las técnicas de FISH, se hizo la misma distribucién en dos periodos de tiempo: el
primero que corresponde a los afios 1981-1994 y el segundo desde que se empezaron a
utilizar dichas técnicas, que corresponde al periodo 1995-2009 (Esquema 3). Como era de
esperar, las diferencias entre los dos periodos, que son estadisticamente significativas, se
corresponden con una mayor frecuencia de detecciéon de alteraciones estructurales
cuando se utilizan técnicas de FISH, esencialmente para los sindromes de microdelecion.
No obstante, es de destacar que durante el primer periodo se detectaron por citogenética
deleciones y duplicaciones en el 48% de los casos con alteraciones estructurales. Una vez
expuestos estos resultados, los siguientes analisis que se muestran se han realizado
considerando globalmente los datos correspondientes a todo el periodo.

Esquema 3. Muestra estudiada en dos periodos de tiempo por resultados y técnicas

Total de casos estudiados: Primer periodo 1.844. Segundo Periodo: 2.837

N

Normales: 1¢" P: 1.115 Alterados: 1¢* P: 729
2°P: 2.038 : 2° P: 799
Estructurales: 1¢7 P: 92 (12,62%)(a) Estructural+numeérica | | Numéricas y
2° P: 149 (18,64) 1eP: 8;2°P: 5 mosaicos
K 1¢r P: 629
: N 2° P: 645
Deleciones, duplicaciones Otras estructurales en
er p. 0/, balance
1P: 48 (32,17%); 1er P: 44 (47,83);
2 P:ﬁs (59,06%) 2° P: 61 (40,94%)
Por citogenética Detectadas por FISH
er pP. . er Pe (). (a): p<0,01
1€ P: 48 (100%); 17 P: 0; (¢) (B): p=0,0000002
2° P:52 (59,09%) 2° P: 36 (40,91%) (d): p=0,00007

En la Tabla 1 se indican los tipos de alteraciones detectadas en los 97 casos
diagnosticados mediante citogenética de alta resolucion, distribuidas por cromosomas. En
la primera columna se indican los cromosomas por su nimero; la segunda columna se
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refiere a las deleciones observadas en cada cromosoma indicando si afectan al brazo
corto o al largo; la tercera columna incluye las duplicaciones, indicando también si afectan
al brazo corto o al largo; la cuarta y quinta columnas incluyen las alteraciones derivadas
de diferentes reordenamientos cromosomicos (translocaciones no robertsonianas,
reordenamientos complejos y anillos, asi como las derivadas de inversiones e inserciones).
La ultima columna indica el total de alteraciones estructurales observadas en cada uno de
los cromosomas. En ella se puede apreciar que mediante el estudio citogenético de alta
resolucion se han observado alteraciones estructurales en todos los cromosomas, salvo
en el cromosoma 20.

Tabla 1. Distribucién de los tipos de alteraciones estructurales identificadas por citogenética, en cada cromosoma

CITOGENETICA
Tipos y nimero de alteraciones identificadas
i N.° total
2:1(:(1::2:1(:1'111:: Deleciones Duplicaciones de t]:::s‘;?)(c‘:sién Z:;I::;‘(i’,?ls de al'teracio’n.es
no robertsoniana . D por citogenética
y reordenamientos mnsercion,
¥ & P a* complejos, anillos Ind/dup,

1 1 0 0 1 0 0 2
2 2 3 1 2 0 2 10
3 0 0 0 0 1 0 1
4 7 1 2 2 0 1 13
5 7 1 0 0 3 2 13
6 0 2 1 1 1 0 5
7 0 1 0 0 0 0 1
8 0 0 1 0 1 2 4
9 3 0 0 0 1 0 4
10 2 1 0 1 1 2 7
11 0 0 0 0 1 1 2
12 0 0 0 0 2 0 2
13 0 2 0 0 0 0 2
14 0 0 0 0 2 0 2
15 0 0 0 2 1 0 3
16 0 0 1 0 0 0 1
17 0 0 1 1 2 0 4
18 0 4 0 1 2 1 8
19 0 0 0 0 0 1 1
20 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 1 1 3 5
22 0 3 0 0 1 0 4
TOTAL N.° 22 18 7 12 20 15 94
% 23,40 19,15 7,45 12,77

% 4255 20,22 21,28 15,96 100%
Cromosoma X 0 1 0 0 0 0 1
Cromosoma'Y 0 1 0 0 1 0

Gran TOTAL 23 22 7 10 24 14 97

En los totales de la parte inferior de las columnas de la Tabla 1, se observa que la
frecuencia total de deleciones es del 42,55%, y la de duplicaciones del 20,22%, lo que
ofrece una FR=2,10, que es estadisticamente significativa (p<0,003). Es decir, que en
recién nacidos con defectos congénitos a los que se ha realizado estudio citogenético de
alta resolucion, se observan el doble de deleciones que de duplicaciones. Si se consideran
s6lo las alteraciones de los brazos cortos (p) de todos los cromosomas, se observa que la
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delecion se detect6 en el 23,40%, de los casos, y la duplicacion del brazo corto se present6
en el 7,45%, lo que supone una FR=3,14 (p<0,002). Esto indica, que en los niflos recién
nacidos con defectos congénitos, las deleciones de los brazos cortos de los cromosomas,
son 3 veces mas frecuentes que las duplicaciones de los mismos, siendo el resultado
estadisticamente significativo (p<0,003). Por el contrario, las deleciones de los brazos
largos so6lo superan a las duplicaciones en 1,5 veces, una diferencia que no es
estadisticamente significativa (p=0,23). De esta tabla es de destacar la alta frecuencia de
alteraciones observadas en los cromosomas 2, 4 y 5. Para los cromosomas 3, 7, 16 y 19
solo se identificaron alteraciones en un caso, respectivamente.

Tabla 2. Distribucién de los tipos de alteraciones estructurales identificadas por FISH en cada cromosoma

FISH: Tipos y nimeros de alteraciones N.° Total

Crom(’)so'mas Deleciones Duplicaciones Derivados de tran'slocacién de alteraciones
autosomicos no robertsoniana, por FISH

p- q- p+ q+ o insercion, anillos
1 2 — — — — 2
2 — — — — — —
3 — — — — — —
4 2 1 — — 1 4
5 1 — — 1 1 3
6 _ _ _ _ _ _
7 — 2 — — — 2
8 — — — — — —
9 — — — — 1 1
10 — — — — — —
11 — 1 — — — 1
12 — — — — — —
13 — 1 — 1 — 1
14 — — — — —
15 — 5 — — 1 6
16 — — — — — —
17 2 — — — 1 3
18 — — — — — —
19 — — — — — —
20 — — — — 1 1
21 — — — — — —
22 — 15 — — — 15

7 24 — 2 6 39
Total 31 2
% 79,49% 5,13% 15,38% 100%
Cromosoma X — — 0 0
Cromosoma’Y — — 0 —
Gran TOTAL 31 2 6 39

En la Tabla 2, que tiene la misma estructura que la anterior, se muestran los mismos
datos pero referidos a las alteraciones detectadas por técnicas de FISH, utilizadas tanto para
deteccion de microdeleciones intersticiales como de alteraciones de las regiones
subteloméricas. Los resultados del calculo de las FR también muestran que las deleciones
(79,49%) son 15,49 veces mas frecuentes que las duplicaciones (5,13%), y que esa diferencia
es estadisticamente muy significativa (p=0,0000001). Sin embargo, al contrario de lo que se
observa en la Tabla 1, las deleciones del brazo largo (q), son 3,29 veces mas frecuentes
(p<0,0002) que las del brazo corto (p). No obstante, estos resultados estin fuertemente
influidos por los resultados de la microdelecion 22q11.2, que representa el 38,46% de todas
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las alteraciones de la Tabla 2, y la delecion del cromosoma 15q asociada al sindrome de
Prader-Willi. La alta frecuencia que se observa de la microdelecién del brazo largo del
cromosoma 22 se debe también a que en el ECEMC se suele analizar esa zona (con FISH)
en los nifios con cardiopatias congénitas que tienen cromosomas de alta resolucion
normales. De la misma forma, también se aplican las sondas comercializadas para el estudio
de otros sindromes de microdelecion cuando se sospechan por la clinica o por los resultados
de citogenética. El resto de las alteraciones de la Tabla 2 son mayoritariamente debidas a la
aplicacion de FISH o MLPA de las regiones subteloméricas, sin sospecha previa de una
alteracién determinada. En este punto es importante comentar que en este analisis no se
han incluido los resultados que corresponden a variantes consideradas polimorfismos,
como, por ejemplo, la que afecta a la region subtelomérica del cromosoma 2q.

La Tabla 3 incluye el total de casos en los que se identificaron alteraciones
estructurales en cada cromosoma, separados por los dos tipos de técnicas utilizadas, asi
como el total, junto con sus respectivos porcentajes. Estos datos muestran no sélo los
cromosomas en los que se observé mayor frecuencia de alteraciones, sino su relaciéon con
la técnica utilizada. Asi, en la columna del total se aprecia, en primer lugar, que se han
detectado alteraciones en todos los cromosomas. La mayor frecuencia se observa en el
cromosoma 22 (13,97%), seguida por los cromosomas 4 (12,50%) y 5 (11,74%), y es
también destacable, que las alteraciones del cromosoma 2 (no polimérficas) representan
el 4.° lugar (7,35%) en orden de frecuencia de esta columna.

Tabla 3. Frecuencias de las alteraciones estructurales por cromosoma y por tipo de técnica utilizada

de z:::ct::)lnes Alteraciones TOTAL
por citogenética detectadas por FISH
N.° % N.° % N.° %

1 2 2,12 2 5,13 4 2,94
2 10 10,63 0 — 10 7,35
3 1 1,06 0 — 1 0,73
4 13 13,83 4 10,26 17 12,50
5 13 13,83 3 7,69 16 11,74
6 5 5,31 0 — 5 3,68
7 1 1,06 2 5,13 3 2,21
8 4 4,25 0 — 4 2,94
9 4 4,25 1 2,56 5 3,68
10 7 7,44 0 — 7 5,15
11 2 2,12 1 2,56 3 2,21
12 2 2,12 0 — 2 1,47
13 2 2,12 1 2,56 3 2,21
14 2 2,12 0 — 2 1,47
15 3 3,19 6 15,38 9 6,62
16 1 1,06 0 — 1 0,73
17 4 4,25 3 7,69 7 5,15
18 8 8,51 0 — 8 5,88
19 1 1,06 0 — 1 0,73
20 0 — 1 2,56 1 0,73
21 5 5,32 0 — 5 3,68
22 4 4,25 15 38,46 19 13,97
TOTAL N° 94 100 39 100 136 100
Cromosoma X 1 0

Cromosoma’Y 2 0 2

Gran TOTAL 97 39 139
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Sin embargo, el orden de frecuencias no es igual en cada técnica utilizada; con el
analisis de citogenética de alta resolucion, los tres cromosomas mas frecuentemente
alterados, en orden decreciente, son: el 4 y 5 que tienen la misma frecuencia y representa
el 13,83% del total; el segundo lugar corresponde al cromosoma 2 (10,63%) y en tercer
lugar el cromosoma 18 (8,51%). Mediante técnicas de FISH la maxima frecuencia es la ya
comentada del cromosoma 22 (38,46%), y le siguen muy de lejos el cromosoma 15 (15,38%)
y el cromosoma 4 (10,26%). Sin tener en cuenta los cromosomas 22, 4 y 5, como cabria
esperar tras el uso de las técnicas de FISH, los porcentajes mas altos de esta columna
corresponden a los cromosomas en los que se encuentran los sindromes de microdelecion
mas frecuentes y mejor conocidos. Entre ellos, las alteraciones detectadas en los
cromosomas 7, 15y 17, que son las siguientes: los dos casos con el cromosoma 7 alterado
corresponden al sindrome de Williams-Beuren (delecién 7q11.23), seis de los casos con
alteracion del cromosoma 15 son sindrome de Prader-Willi (delecién 15q11-q13), y los tres
del 17 son Miller-Dieker (delecion 17p13.3), algunos de los cuales fueron analizados por
sospecha clinica. Por tanto, sus frecuencias muy posiblemente pueden estar sobreestimadas
porque se aplico el analisis especifico para esos sindromes tras la sospecha clinica. Otros
resultados del estudio con FISH, como por ejemplo, los de los cromosomas 11 y 13, fueron
detectados mediante el analisis de las regiones subteloméricas (11q- y 13q+).

En la columna del total de la Tabla 3, también se aprecia que, cuando se analizan
juntos los resultados por citogenética y por técnicas de FISH, se detectaron alteraciones
en todos los cromosomas, incluidos los cromosomas sexuales. Los Ginicos cromosomas
para los que se observé un solo paciente con alteraciéon en cada uno tras el estudio
citogenético fueron: los cromosomas 3, 16, 19 y 20 (consistente este dltimo en una
duplicacion derivada de una translocacion).

Figura 1. Distribucién de las duplicaciones y deleciones detectadas en cada cromosoma (segin Tablas 1 y 2).
En rojo se representan las que afectan al brazo corto y en azul las del brazo largo, el signo + indica duplicacién
y el — delecién. En verde se indican el resto de alteraciones por derivados. Las flechas indican los centrémeros.

ngf Pi 18-
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1-
q 3+ q 1-
1+
4 5
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En cuanto a las alteraciones de los cromosomas 4 y 5, hay que comentar que mientras
todos los casos con alteraciones en el brazo corto de esos dos cromosomas detectados
por citogenética (Tabla 1) corresponden a los sindromes 4p- y 5p- (Wolf-Hirschhorn y
Cri-du-Chat, respectivamente), no lo son todos los identificados por FISH ni se detectaron
por sospecha clinica de esos sindromes. Asi, en los cuatro nifios en los que por FISH se
detectaron alteraciones en el cromosoma 4, dos tenian deleciones subteloméricas (4p- y
4qg-), un caso presentaba una delecion terminal del brazo corto que incluia la parte final
de la region del sindrome de Wolf-Hirschhorn, y el otro caso es un derivado de una
translocacion de origen paterno. De los tres casos con alteraciones del cromosoma 5
detectados por FISH, uno tenia el sindrome de Cri-du-chat, otro una duplicacién 5q31-qter,
observada por citogenética, que se confirm6é mediante un pintado completo del
cromosoma, y el tercero derivado de una translocacién 5-11.

Por ultimo, en la Figura 1, que muestra los ideogramas de cada cromosoma, se
indica el nimero de casos que presentan alteraciones en cada cromosoma. Con color rojo
se identifican las que afectan al brazo corto y con azul las del brazo largo. Un signo “+”
indica exceso y un signo “~” defecto. Por ultimo, con un nimero verde se indican otros
reordenamientos independientemente del brazo al que afecten. De esta forma, se pueden
visualizar los tipos de alteraciones y su cantidad, que se han detectado en cada cromosoma.

DISCUSION

Dada la alta resolucion de las nuevas técnicas de citogenética molecular, son muchos
los trabajos en los que se vienen describiendo diferentes alteraciones estructurales
submicroscépicas, por lo que seria muy prolijo enumerarlos. En algunos se ofrecen cifras
de porcentajes calculadas sobre diferentes series de pacientes seleccionados por distintas
caracteristicas como: estudios de diagnéstico prenatal por diferentes causas’®!'"13 en
productos de interrupciones voluntarias de la gestacion y/o necropsias por defectos
fetales'*'®, en cribados de las regiones subteloméricas de pacientes con retraso mental'® y
en estudios de metanalisis sobre trabajos publicados'’, entre otros, de los que se hace
referencia a algunos de los mas recientes en este articulo.

En general, las frecuencias de alteraciones estructurales que se ofrecen en los
distintos trabajos presentan magnitudes muy diferentes, y tamafios de muestras muy
variables, aunque generalmente muy pequefios, siendo lo mas habitual ofrecer las
frecuencias por tipo de alteracion, como duplicaciones, deleciones, anillos o por el
nombre del sindrome (Prader-Willi, Miller-Dieker...). Ultimamente, se estd produciendo
un incremento casi exponencial del nimero de articulos en los que se describen nuevas
alteraciones submicroscopicas y sindromes de microdeleciéon y de microduplicacion®.
Con frecuencia, estos estudios tienen deficiencias debidas a la seleccién de los casos, a la
inclusion de casos con diferentes edades, asi como a la variabilidad en la terminologia y
descripcion clinica que presentan. Estos aspectos son especialmente importantes, porque
no s6lo pueden estar influidos por las edades de los pacientes, sino por el detalle con el
que se realizan las descripciones clinicas, y por la habilidad y experiencia de los
profesionales que realizan la exploracion y descripcion de los pacientes.

No hemos encontrado trabajo alguno sobre la frecuencia de alteraciones cromosémicas
analizadas en series consecutivas de recién nacidos con defectos congénitos, o sobre otros
tipos de series no sesgadas, que analicen las alteraciones para cada cromosoma. No obstante,
esto no es extrafo, ya que no es facil estudiar una poblacion no sesgada y suficientemente
grande, para detectar alteraciones cromosOmicas que son muy poco frecuentes. En el
ECEMC, la muestra que analizamos es sobre recién nacidos consecutivos con defectos
congénitos, y todos los casos han sido estudiados con el mismo sistema, y por los mismos
profesionales. Ademas, como se realiza en recién nacidos que presentan alteraciones del
desarrollo prenatal, resulta muy eficaz y efectivo desde el punto de vista sanitario, ya que la
causa mas frecuente de las alteraciones del desarrollo son precisamente las anomalias
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cromosomicas. En nuestros datos, de un total de 8.390 nifios en los que se lleg6 a identificar
la causa de sus defectos, incluyendo todos los tipos de factores causales (genéticos,
cromosOmicos y ambientales), el 41,33% fueron causados por alteraciones cromosémicas.

Una de las dificultades y de las potenciales deficiencias que puede tener el analisis
de nuestros datos es que no se recibieron muestras de todos los casos del ECEMC que
cumplian el criterio para ser objeto de estudio citogenético. También cabe la posibilidad
de que la presencia de algunos rasgos clinicos hiciera sospechar al pediatra-neonatélogo
que pudiera tener alguno de los sindromes de microdelecion, y se seleccionen mas esos
pacientes para la realizacién del estudio cromosémico. Igualmente, es posible que en los
recién nacidos con malformaciones y/o defectos congénitos graves que nacen muertos o
mueren al nacer sea mas facil no recoger muestras para estudio cromosémico. No
obstante, y teniendo presentes estas limitaciones, los resultados que se muestran en este
trabajo representan una aproximacion al analisis de la frecuencia con la que se observan
alteraciones en cada uno de los cromosomas, en nifios recién nacidos consecutivos con
defectos congénitos. Unos resultados que, con las técnicas utilizadas, muestran que las
alteraciones de la estructura de cada cromosoma no tienen la misma frecuencia al
nacimiento. Ademas, se han separado las deleciones y duplicaciones que consideramos
“puras”, de las que proceden de reordenamientos cromosomicos. Esto ha permitido
confirmar y cuantificar también, que esas deleciones son mas frecuentes que las
duplicaciones en nifios con anomalias congénitas. Un resultado conocido, aunque no
previamente cuantificado con estas técnicas, y que se ha empezado cuantificar en estudios
recientes con técnicas moleculares en los gametos masculinos. Previamente, se habian
elaborado algunas hipétesis, como la dificultad para su identificacién, ya que
tecnolégicamente era mas facil detectar las microdeleciones con técnicas de FISH que las
microduplicaciones. No obstante, con la generalizacion del uso del aCGH, esa dificultad
disminuye drasticamente y, de hecho, ya se esta produciendo un incremento espectacular
en la deteccion de microduplicaciones. Otra de las dificultades se basa en que las
manifestaciones clinicas de las microduplicaciones tienden a ser menos graves que sus
reciprocas microdeleciones. Para los interesados en estos aspectos, en un nimero de la
revista Am J] Med Genet publicado en el afio 2010, se incluye una seccién especial sobre
los sindromes de microdelecion, constituida por una Introduccion y cuatro articulos cuya
referencia, incluyendo las paginas de los cinco es: Am ] Med Genet 2010; 152A:1.063-1.110.

Cabe la posibilidad de que algunas alteraciones de ciertos cromosomas sean mas
letales que otras, lo que explicaria muchas de las diferencias entre ellos. Incluso, que en
un pequeiio grupo de cromosomas sOlo se observen, y con muy baja proporcion,
alteraciones que con mayor frecuencia no son “puras”. Por ejemplo, en los cromosomas 3,
16, 19 y 20 (Tabla 3), para los que sélo se identificé un caso respectivamente, sus
alteraciones se debian a: en el cromosoma 3 se trataba de un derivado de translocacion;
en el 19 un derivado de insercién de origen materno, y en el 20 un derivado de
translocacion; solo en el cromosoma 16 se observo un exceso en el brazo corto. No
obstante, cabe también la posibilidad de que en los cromosomas con menos alteraciones,
éstas sean de mucho menor tamafo y no se detecten con las técnicas utilizadas. Una
posibilidad que, en cierto modo, se ve apoyada por los resultados que se estan publicando
de estudios realizados con array-CGH'®?°. De hecho, y aunque estas técnicas ain
presentan alguin problema de interpretacion, estd habiendo un gran incremento de
publicaciones sobre microdeleciones patolégicas detectadas por array-CGH.

Dado que durante los ultimos afios se vienen reconociendo cada vez mas sindromes
de microdelecion y microduplicacion, en el Cuadro 1 se indican los mas reconocidos de
la literatura, incluyendo también los que se encuentran en la base de datos DECIPHER
(Database Chromosomal Imbalances and Phenotype in Humans) (https://decipher.
sanger.ac.uk) como sindromes de microdelecién y microduplicacion.
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Cuadro 1. Sindromes de microdelecion/duplicacién descritos

Cromosoma y region Referencias
1p36- | 21, 32,33
1q14-42- | 21

2p15-16.1- | 34,35
2q23.1- | 18,23,24
2q31.1- | 22,
3q24-25 | 36
3q29-/+ | 37,38

4p14-p15.32- | 39

4q21- | 40
5q12.1- | 41
5q31.3- | 25,26, 42

6ql14.1-q15 - | 43

6q25.3-29.3- | 44
7q12.23-/+ | 45,
8p12-21- | 46,47

8p23.1- | 48
9q22.32+ | 49,50
9q34- | 27,51
10p11.12 | 52
10q22-23-/+ | 53
12q14- | 54,55
13q21- | 56
14q- | 57,
15q11.2-/15q13.3 | 58,59, 60
15q24- | 61, 62
16p11.2-12.2+ | 63, 64
16p13.3+ | 65
17p13.3-/+ | 66, 67
17q12- | 68, 69
17q21.31- | 70

18q21.2¢21.33 | 71,72
19q13.11+ | 73

Tras la revision de la literatura, podemos considerar que de las alteraciones
estructurales que se han identificado en los casos del ECEMC incluidas en las tablas 1
y 2, los tres casos con deleciones 1p tienen en realidad un sindrome ya reconocido como
de microdelecion 1p36222, Dos de los tres casos en los que el cromosoma 2 presenta una
delecion del brazo largo, uno es un sindrome de microdeleciéon 2q23.1%* y, muy
posiblemente, el otro sea un sindrome de microdeleciéon 2q33.1 %. Del total de alteraciones
del cromosoma 5, el dnico caso que presenta una delecion 5q corresponde al sindrome
de microdelecion 5q31%2° y aunque la delecién en nuestro caso es mas grande al afectar
a la region q23.1-q32, es igual a la de alguno de los siete casos con este sindrome de
microdelecion descritos en la literatura hasta la fecha?. Por ultimo, las dos unicas
alteraciones que hemos identificado en el cromosoma 12 son derivadas de una
translocacion, y una de ellas afecta al brazo largo, concretamente a la regiéon 12q13.3-21.2,
que incluye la zona del sindrome de microdelecion 12q14 %, por lo que podria encuadrarse
entre los diferentes tamanos de la microdelecion de este sindrome. Estos siete casos que
se pueden considerar sindromes de microdelecién, y que no se sospecharon previamente,
representan el 5,15% de las alteraciones estructurales no balanceadas. Ademas, cinco de
los siete casos fueron identificados por citogenética de alta resolucion, aunque esta
posibilidad va a depender del tamafio que tenga la regién afectada y de la mayor
resolucion que se logre en el estudio.

Desde la identificacion de la gran cantidad de variaciones en el nimero de copias
ganadas y perdidas (Ilamadas CNV de sus siglas en ingles Copy Number Variations) que
contiene el genoma humano?®, que se consideran como polimorfismos, han sido
numerosos los estudios realizados sobre estas variaciones tanto para tratar de dilucidar
su funcién, como para determinar si sus cambios se relacionan con efectos patolégicos.
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Aunque estos aspectos quedan fuera del objetivo de este trabajo, es importante comentar
brevemente que ya se ha identificado que ciertas CNV pueden afectar la expresién génica,
tanto de genes localizados en su misma zona como en las zonas adyacentes*3°. En este
sentido, es de destacar que ciertas zonas flanqueadas por algunos tipos de CNV son
susceptibles de producir deleciones y duplicaciones. Es mas, uno de los mecanismos de
producciéon de microdeleciones y microduplicaciones (y sus respectivos sindromes) es
que se produzcan recombinaciones no homélogas que se ven favorecidas en las regiones
que estan flanqueadas por algunos tipos de CNV?3'. Estos tipos de recombinaciones no
homoélogas producen, por un lado, una microdelecién, y por otro, su recombinacion
reciproca dara lugar a una microduplicacion (Figura 2). Ademas, se puede apreciar en el
Cuadro 1, en el que las mismas regiones se ven afectadas tanto por su ausencia como por
su duplicacion.

Figura 2. Esquema de los tipos de recombinacién entre cromosomas homélogos. Panel A: recombinacién homélo-

ga. Se produce entre partes homélogas de cromosomas homélogos. Panel B: recombinacién no homéloga. Se pro-

duce entre partes no homélogas de cromosomas homélogos. Estas dan lugar a dos tipos de alteraciones reciprocas:
una microdelecién y su reciproca microduplicacién
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Dadas las dificultades que existen para disponer de muestras adecuadas que
permitan no sé6lo la deteccion de estas pequefias alteraciones del genoma, sino sus
frecuencias y el espectro clinico que producen, en un reciente trabajo Berg y cols.'®,
comentan que una buena y controlada base de datos que recoja en forma uniforme los
resultados moleculares y la informacion clinica, puede tener un gran impacto en la
comprension de estas alteraciones raras. El grupo del ECEMC cumple ampliamente estos
requisitos, aunque se debe insistir en la necesidad de aplicar estrictamente la normativa
de realizar el estudio citogenético a todos los casos susceptibles segin la definicion
establecida en el Manual Operacional.

Puntos de B b

recombinacion

Como conclusion y a la vista de los resultados de este analisis, es necesario insistir
en que el estudio de todo nifio que presente defectos congénitos (del tipo que sean), se
debe empezar por un estudio de citogenética de alta resolucion (no menos de 550-850
bandas), y seguir el protocolo indicado en el esquema 1. Esta es la unica forma de
rentabilizar los recursos, sobre todo mientras que las técnicas nuevas no sean menos
costosas de lo que todavia son desde el punto de vista econémico.
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