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Resumen

Las fisuras orales (F.O) son las malformaciones congénitas mas frecuentes, su
etiologia es multifactorial, influencia de factores genéticos y ambientales y su
prevalencia es variable, siendo mayor en razas asiaticas y menor en razas
africanas, en Chile es de 1.8 en mil nacidos vivo y los nacimientos se concentran
en las regiones Metropolitana, V y VIII. Dentro de las causas ambientales, tenemos
farmacos, nicotina y alcohol, enfermedades crénicas de la madre, déficit de folatos
y estrés entre otros, todos criticos durante el primer trimestre de la gestacion. Se
ha podido asociar una gran cantidad de locus a genes candidatos, usando diversos
estudios, que incluyen GWAS (mapeo de genoma completo), andlisis por ligamiento
y otros, permitiendo identificar genes y asociarlos con las FO. Los genes mas
estudiados que presentan asociaciones positivas para fisuras son TGFB3, MSX1,
VAX1,BMPs entre otros. En este trabajo se presentaran 3 casos clinicos, se
analizaran cariogramas e historia clinica, con el fin de descartar la presencia de
sindromes, efecto de teratdbgenos y componentes del medio ambiente y poder
asociarlo la causa de las fisuras en estos pacientes con una causa genética.
Palabras claves: Genética, no-sindrOmico, fisura labio/palatinA, etiologia,
polimorfismo. Genetic, non-syndromic, cleft lip/palate, etiology, polimorfism.

Summary

The oral clefts are the most common congenital malformations, the etiology is
multifactorial, influenced by genetic and environmental factors and their prevalence
is variable, being higher in Asian and less races in African races in Chile is 1.8
thousand live births and births are concentrated in the Metropolitan, V and VIII
regions. Among the environmental causes: drugs, nicotine and alcohol, chronic
diseases of the mother, folate deficiency and stress among others, all critical during
the first trimester. It was possible to attach a large number of candidate gene locus
using various studies including GWAS (whole genome mapping), linkage analysis,
and others, allowing the identification of genes and associated with oral clefts.



The most studied genes that have positive associations for fissures are TGFBS3,
MSX1, Vaxl, BMPs among others. In this paper we present 3 clinical cases, were
analyzed cariogramas and history, in order to rule out syndromes, and teratogenic
effect of components of the environment and to associate the cause of cracks in

these patients with a genetic cause.

Introduccion.

Las fisuras labio alveolo palatinas (FLAP) son malformaciones congénitas de mayor
prevalencia a nivel mundial, afectan el area bucofacial y se producen por falla en la
fusion de los tejidos del labio y paladar.t

70% del total son no-sindrémicas, el otro 30 % se asocia con 400 sindromes
aproximadamente?2,75% de las fisuras que involucran al labio son bilaterales y de
estas, las del lado izquierdo son el doble que las del lado derecho*®

Entre las no sindrémicas, fisura labio paladar es el doble de frecuente en hombres
qgue en mujeres.*®

Se ha evidenciado la existencia de subfenotipos como Uvula bifida, microformas de
labio y paladar hendido; y fenotipos subclinicos como medidas craneofaciales
anormales y alteraciones dentarias de nimero y forma.?

Microforma de fisura o fisura cicatrizada congénitamente, paladar hendido
submucoso e insuficiencia velofaringea se pueden explicar por penetrancia
incompleta o aparente falta de patrones de herencia mendeliana*

Se ha reportado que en padres cuyos hijos presentan fisuras orales, las medidas
craneofaciales estan fuera de rangos de normalidad, pudiendo ser factores de
riesgo.

Los fenotipos subclinicos también pueden explicar el fendmeno de discordancia en

parejas de gemelos monocigotos.?



a b

ay b: Fisura paladar primario.c y d: F. paladar primario y secundario.e: F. paladar
secundario.

La prevalencia mundial es de 1 por 1.200 nacidos vivos (NV) y varia entre razas:
en asiaticos 1 en 500, africanos 1 en 2500 y caucasicos, hispanicos y latinosl en
1000.En Chile se concentran en las regiones Metropolitanas, V y VIl y el promedio
en Chile afecta casi al doble de la tasa mundial, 1.8 por mil NV.17

La etiologia es multifactorial, genética y ambiental.

Estrés materno?®, nicotina, alcohol, farmacos como fenitoina®, AINES)°, deficiencias
nutricionales >’y edad extrema de los progenitores aumentan riesgo de FO.1!
Existe un alto riesgo de recurrencia familiar; en parientes de primer grado se estima
que el riesgo es de 32 veces para un individuo sin historial de FO.?

El rango de concordancia en gemelos monocigotos es de 40-60%, en comparacion
con gemelos dicigéticos que es de un 3-5%, lo que sugiere una fuerte pero no pura
etiologia genética. 2

La boca primitiva comienza su desarrollo y formacion entre los dias 28 a 30 de
gestacioén, por lo que se ha postulado que genes involucrados en dichos procesos
son posibles candidatos en la etiologia genética de las Fisura labio alveolo palatina
No Sindromico (FLAP-NS).

La migracion celular desde la cresta neural hacia la regién anterior de la cara da
lugar a la formacion de los arcos branquiales.

Entre las semanas 5 y 6, los procesos frontonasales y mandibulares se aproximan
y dan forma a la boca primitiva. Luego estos procesos se fusionan con el tabique
nasal medio para formar paladar y la Givula (dias 50 a 60)%13

Fallas en el crecimiento o fusion de estos procesos resulta en fisuras orofaciales

gue involucran al labio superior, alveolo, y/o paladar primario.



Se han identificado gran cantidad de locus asociados a genes candidatos, cuya
alteracién afecta procesos embrionarios criticos que estarian involucrados con

fisuras orales314.15

REPORTE DE CASOS

Caso N°1

Dos hermanos gemelos, 1 afio de edad, ambos con fisuras orales no sindrémicas.

Se solicita cariograma para descartar origen sindrémico de la FO.

Examen clinico paciente N°1

Paciente masculino, presenta Fisura unilateral de labio derecho (Imagen 1y 2) sin
afectar tejidos nasales. Al examen intraoral no se observa fisura de paladar o de
procesos alveolares. No hay alteracion de posicion o forma de otras estructuras
craneofaciales o estructuras corporales que puedan asociar la fisura con algun
sindrome.

Examen clinico paciente N°2

Paciente masculino, presenta Fisura labio alveolo palatina de lado izquierdo. La
fisura incluye tejidos nasales y de paladar blando y duro (Imagen 3y 4)

No hay alteracion en posicion o forma de otras estructuras craneofaciales.

No presenta alteraciones en otras estructuras corporales que puedan asociar la FO
con algun sindrome.

INFORME CARIOGRAMAS: Cariotipo:46, XY, indica presencia de 46 cromosomas.
En las 20 mitosis analizadas se encontraron 46 cromosomas, sin anomalias
estructurales, descartando sindromes producidos por alteraciones en el nimero de
cromosomas, tales como trisomias o forma cromosdmica, tal como se ven en las

Imagenes 5y 6.

Entrevista a los progenitores.
Se realizé una entrevista a la madre para obtener informacion relevante sobre el

periodo gestacional critico del embarazo e historia familiar relevante.



e Ausencia de enfermedades sistémicas, cronicas o virales asociadas con FO al
momento de la gestacion: diabetes mellitus, hipertension arterial

e Padre y madre sin FO evidentes.

e Consumo de farmacos (-):fenitoina,warfarina,corticoides.

e Consumo de alcohol y/o tabaco (-).

e Historial familiar paterno (-) y materno (+); primo afectado.

e Edad de ambos progenitores entre 25-35 afios.

Caso clinico N°2

Paciente sexo femenino, 21 afios, FLAP-NS unilateral izquierda al nacer (imagen
7).

Sin otras alteraciones craneofaciales o corporales que indiquen FO sindromico.
Examen intraoral: cicatriz post-quirtargica de paladar y alveolo izquierdo (imagen 8),

anterior a cirugia correctiva, agenesia piezas 2.2, 2.4 asociadas con FO.

Entrevista a los progenitores.

e Padre con FLAP bilateral, madre sana.

e Enfermedades sistémicas, cronicas o virales (-): diabetes mellitus, hipertension
arterial.

e Consumo de farmacos(-):fenitoina,warfarina,corticoides.

e Consumo de alcohol y/o tabaco (-).

e Edad de los progenitores: madre 37, padre 42, puede considerarse edad tardia,
asociacion (+) FO.

e Ambiente laboral de padres sin exposicion de teratégenos.

DISCUSION
Las enfermedades genéticas son producto de mutaciones que ocurren por variacion
en la secuencia normal de un gen, debido a un cambio en el nimero de bases o

sustitucion de ellas, generando un Polimorfismo de Nucleotido Simple (SNP) o gen



alelo. Dichos polimorfismos se debe presentar en al menos el 1% de la poblacion,
si no se consideran mutaciones aisladas que no se transmite en la poblacion.

La finalidad de los estudios genéticos de asociacién en poblaciones es buscar la
relacion entre un gen, sus polimorfismos y enfermedades, utilizando SNP y
Haplotipos (SNPs que se transmiten en bloque) como marcadores, identificAndose
una gran cantidad de locus con FO.147

Uno de estos candidatos es MSX1 o Msh homeobox 1, expresado en las células
de la cresta neural. Estas células migran hacia la prominencia frontonasal de los
arcos branquiales para dar lugar a la mandibula y craneo anterior.?

Los primeros estudios se realizaron en ratones transgénicos deficientes de
MSX1.Estos mostraron multiples defectos craneofaciales, incluyendo fisura de
paladar secundario, anomalias de varios huesos de la cara y agenesia dentaria.'®
Estas observaciones establecieron a MSX1 como un gen candidato tanto para
paladar hendido y agenesia dentaria en humanos.

La primera mutacion identificada en humanos se encontro en una familia con
agenesia dental sin FO. Estudios posteriores en familias holandesas con agenesia
y varias combinaciones de FL/P o FP encontraron mutaciones sin sentido en el
exon 1 de MSX1, las que segregan de manera autosémica dominante para fisura y
agenesia, lo que sugiere que en casos familiares pueden identificarse mutaciones
en MSX1.919

Se ha sugerido que la mayoria de las mutaciones del gen MSX1 en el homeodominio
causan agenesia dentaria, y las mutaciones fuera de este estan asociadas con
FL/P.2®

Se han reportaron 78 SNP conocidos dentro o cerca de este gen y se ha podido
asociar mutaciones de MSX1 en aproximadamente un 2% de los casos de FO.*°
Diferentes estudios realizados en todo Sudameérica, han encontrado asociacion
entre diferentes alelos polimorficos de MSX1y FL/P.

En Brasil por ejemplo, se observé una sobre transmision de un alelo de MSX1 con

169 pares de bases en el total de FL/P y se encontr6 que FL/P se dio con mas



frecuencia en hombres 56% y FP mas frecuente en mujeres (73%), indicio de una
posible predileccion por sexo de las variantes de FO, FL/P.

En chile un estudio analizo 5 SNPs de MSX1 en pacientes con FO-NS y encontro
qgue 4 Haplotipos mostraron sobretransmision, no asi los SNP por separado. Esto
no permite asociar a los SNP por separado, pero si indica que los Haplotipos serian
factores de riesgo para FO-No Sindrémico.3

En Estonia, se estudido 176 SNP marcados previamente en 18 genes candidatos,
encontrandose asociacion significativa con un SNP para el gen msx1, por lo que
este seria un factor de riesgo?®. También se ha podido asociar SNP de msx1 para
poblaciones de Corea y China, pero al intentar asociar esos SNP en poblaciones
europeas han dado una falta de asociacion.

El gen VAX1 o ventral homeobox1, factor de transcripcion expresado en el paladar
de ratones, también es fuerte candidato para malformaciones craneofaciales.®
Recientes estudios GWAS (Estudio de asociacion del genoma completo) en
poblaciones europeas con F.O pudieron asociar un locus de VAX1y FO.

Una secuenciacion de isoformas de VAX1 en 384 pacientes y 384 controles, en
Europa central, se encontraron 18 SNPs, de los cuales 15 no se habian reportado
anteriormente. Las variantes observadas se investigaron respecto a la
co-segregacion familiar u ocurrencia espontanea.

Al igual que sucede con MSX1,estudiados realizados en una poblacion brasilefia,
intentaron buscar asociacion entre las F.O y SNP de VAX1, estudiados con
anterioridad en poblaciones de Europa y Asia, sin encontrar asociacioén entre estos
y FO, lo que determina que cada poblacion tiene alelos distintos asociados con FO.
El gen BMP4 es miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante
TGFB, y es un fuerte candidato, ya que las sefales de las BMP regulan muchos
aspectos del desarrollo esqueletal, incluyendo diferenciacion de osteoblastos,
condrocitos, formacion de cartilago y hueso, patron mesodérmico y desarrollo
craneofacial.?0:2

En ratones la expresién de BMP4 se localiza en el sitio de fusion de la prominencia

facial. La inactivacion en ratones transgeénicos resulta en fisuras aisladas de labio,
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ademas Bmp4 aparece para demarcar las células en el proceso nasal lateral y nasal
medial que finalmente se pondra en contacto y se fusionan entre si®, implicando que
la funcién en el ectodermo de los procesos faciales es regular la fusion del labio. 202
La reduccion o la sobreexpresion de BMP en los primordios faciales en embriones
de pollo alteran el labio normal y los procesos de fusion paladar primario,
demostrado un posible papel de las BMP en el cierre del labio superior y el paladar
primario en la cara de pollo embrionario. Bmp4 participaria en la mediacion de los
procesos de fusion, posiblemente, a través de la apoptosis de las células durante la
morfogénesis del tercio medio facial.

Lidral y Moreno realizaron metaanalisis sobre estudios de escaneo de genoma
completo GWAS que evidenciaron asociacion entre FLAP-NS y la region
cromosoémica 14921-24 en humanos.%21

En un estudio de asociacién en una poblacion china usando SNP no sinénimas de
BMP4, se describié que el portador del alelo mostré un incremento en el riesgo FLP
no sindrémico, ademas reportes que sefialan una interaccion entre un alelo de BMP
y factores ambientales, como tabaquismo materno pasivo en la expresion de FLP
no sindrémico.

Suzuki et al. (2009) analizaron la secuencia de codificacion de BMP4 en e pacientes
con microformas de fisura, fisuras subepiteliales y con labio fisurado, detectando
mutaciones con pérdida de sentido y sin sentido en los pacientes con microformas
de fisura (0,7%). Estas mutaciones no se encontraron en la muestra de control. Por
lo que resultados apoyan el papel de BMP4 en la patogénesis en el fenotipo de las

fisuras.

En un estudio realizado en poblacién chilena que considero 167 casos de FLAP-
NS , donde 115 fueron esporadicos y los otros mostraron historial familiar positivo,
se detectaron tres nuevas variantes que son causas potenciales en promotores de
BMP4 y que pueden contribuir con un 1.2% de los nacimientos detectados, asi como

un SNP alelo de este puede ser factor de riesgo, esto en concordancia con Suazo



y cols que al estudiar 3 SNP de Bmp4 encontraron asociacion con un Haplotipos,
que incluia 2 de los 3 SNPs, y FLAP-NS en poblacién chilena.*®

Conclusion

Podemos concluir que las Fisuras orales no sindromicas pueden ser originadas por
alteraciones y modificaciones en distintos genes.

Debido a que cada gen participa en procesos distintos del desarrollo embrionario de
la cara, las alteraciones que encontremos, sean de paladar primario, secundario, o
ambas, dependeran del gen que se encuentre mutado (SNP), por lo tanto,
tendremos un fenotipo especifico de fisuras para cada gen mutado, y que las
distintas formas alélicas que encontremos, seran especificas para cada poblaciény
raza, por lo que futuros estudios deberian centrarse en los alelos que sean mas
prevalentes de la poblacién Chilena y sudamericana. Dichos estudios pueden
ayudar a comprender como se desarrolla y transmite esta malformacion a nivel de
poblacién. Una alta prevalencia de genes mutados presentes, nos indicaria que a
futuro se puede dar un aumento de casos, ya que todos los genes, incluidos los que
se asocian positivamente con fisuras, se heredan en la descendencia.

El primer caso clinico referente a los hermanos gemelos, gracias al cariograma
podemos descartar algan sindrome cromosoémico presente, ademas de la accion de
factores teratégenos ausentes en la entrevista. Sabemos ademas que existe
historial positivo en la linea familiar materna, esto sugiere sustentado en la evidencia
una recurrencia familiar?.

Respecto al segundo caso, el padre de la afectada también es afectado, asociando
por ende un alto riesgo de recurrencia familiar, y sabiendo ademas que en parientes
de primer grado se estima que el riesgo es de 32 veces mayor que para un individuo
sin historial de fisuras orales.

Se podria concluir que es posible que la etiologia de las Fisuras en estos pacientes
tenga un componente genético importante asociado a mutaciones en algun gen, ya

gue muchos otros factores no geneticos han podido ser descartados.



IMAGENES

Imagen N°3y 4, Paciente N°2, Fisura Labio Alveolo Palatina unilateral del lado izquierdo.
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Imagen N°8: Cicatriz proceso alveolar y paladar, unilaterales.
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