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RESUMEN

Las malformaciones congénitas afectan hasta 3 de cada 1000 RNV y algunas estan
asociadas a alteraciones cromosomicas (AC), las cuales pueden ser numéricas o
estructurales y pueden involucrar uno 0 mas cromosomas autosomicos, sexuales o ambos.
Las deleciones autosémicas citogenéticamente visibles tienen una incidencia aproximada
de 1 en 7000 RNV. El sindrome velocardiofacial (SVCF) se describio por primera vez en
1978 y se considera uno de los sindromes por microdelecidon mas comunes con una
frecuencia estimada de 1 en 4000 nacidos vivos. En més de 80% de los casos los pacientes
con SVCF tienen una delecion del cromosoma 22 en el brazo largo en la region 1 banda 1
subbanda 2 (del22g11.2). Las cardiopatias congénitas aisladas también han sido
relacionadas con la del22g11.2 como es el caso de la tetralogia de Fallot (TF) en la que la
del22q11.2 se encuentra presente en 6 a 35% de los casos.

Las principales caracteristicas clinicas de los pacientes con la del22g11.2 son dismorfias
faciales caracterizadas por cara alargada raiz nasal prominente, punta nasal bulbosa,
hipertelorismo, telecanto, fisuras palpebrales estrechas comisuras paladar alto o hendido y
dsimorfia de pabellones auriculares; incompetencia velo faringea, cardiopatia congénita,

problemas del aprendizaje y voz nasal.

Por su alta frecuencia reportada mundialmente y al no existir estos estudios publicados en
nuestro pais surge la pregunta sobre cual es la frecuencia de la del22q11.2 en pacientes del
Hospital Infantil de México Federico Gomez con diagnostico clinico de SVCF o TF aislada
asi como de conocer la correlacion genotipo- fenotipo. Se realizd un estudio descriptivo,
transversal, observacional y ambilectivo en el cual se incluyeron 17 pacientes con
diagnostico de TF aislada y 24 con diagnostico clinico de SVCF que acudieron entre 2005
y 2008. Se tomo muestra de sangre periférica para realizar cariotipo convencional con
bandas GTG y anélisis por técnica de FISH para del22g11.2.

De los pacientes con diagnéstico de TF 53% fueron hombres y 47% mujeres mientras que
41.7% de aquellos con SVCF fueron hombres y 58.3% mujeres. Todos los pacientes con



SVCF tuvieron dismorfias faciales distintivas y 8 de los casos con diagnostico de TF
presentaron alguna dismorfia facial mientras que 3 de éstos tuvieron mas de una

caracteristica asociada.

En relacion al diagnostico por la técnica de FISH 6 (25%) de los 24 pacientes con
diagndstico de SVCF tuvieron del22g11.2 mientras que solo 1 (5.88%) de aquellos con TF
tuvieron la delecion. Estos resultados contrastan con lo publicado en la literatura universal
que reporta una frecuencia de la del22g11.2 de mas de 90% en pacientes con SVCF lo que
podria asociarse con el tamafo de la muestra o bien a que la causa sea otra por ejemplo por
mutaciones puntuales en el gen TBX1 el cual ha sido asociado a SVCF. En base a los

resultados clinicos y citogenéticos se otorgd asesoramiento geneético a estas familias.



.- INTRODUCCION

1.1-. ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Las malformaciones congénitas afectan hasta 3 de cada 1000 Recién nacidos vivos
(RNV) (Stevenson R, 1993) algunas estan asociadas a alteraciones cromosémicas (AC).
Las anormalidades cromosomicas son numéricas o estructurales y pueden involucrar uno o
mas cromosomas autosémicos, sexuales o ambos. Las AC estructurales representan 4% de
las cromosomopatias en los productos de aborto del primer trimestre, 15 % de los de
segundo trimestre y 40 % de las alteraciones cromosomicas de los RNV. (Moore C, 2001;
Nussbaum R, 2001) Los rearreglos estructurales resultan de rompimiento cromosomico y
pueden originarse de diversas maneras, estando presentes en uno de cada 400 RNV. (Moore
C,2001; Nussbaum R, 2001) Las rupturas cromosomicas pueden ocurrir espontadneamente o
bien pueden ser inducidas por agentes externos y dan lugar a alteraciones del tipo de
deleciones (terminal e intersticial), inversiones, translocaciones (reciprocas o

robertsonianas) e inserciones. (Moore C, 2001; Morrow J, 2005; Savage, 2001)

Los rearreglos estructurales se pueden dividir en balanceados, aquellos en los que los
cromosomas a pesar de la alteracion en su estructura conservan el material cromosomico
sin afectar la funcidn de los genes involucrados, y no balanceados aquellos en los que hay
material cromosomico adicional o faltante. (Moore C, 2001; Nussbaum R, 2001; Savage ,
2001) Es dentro de los rearreglos estructurales no balanceados donde se clasifica a las
deleciones, éstas involucran la pérdida de un segmento cromosomico, lo que generaria un
individuo con Unicamente la mitad de la informacion genética correspondiente a ese
segmento cromosomico. (Nussbaum R, 2001) Las consecuencias clinicas de esta situacion
se reflejan como haploinsuficiencia la cual se define como la incapacidad de una copia del
material genético para llevar a cabo las funciones normales realizadas por las dos copias o
alelos. (Nussbaum R, 2001)



Las deleciones autosomicas citogenéticamente visibles (Fig.1l) tienen una incidencia

aproximada de 1 en 7000 RNV y se pueden originar por:

1) Ruptura cromosomica y pérdida del segmento acéntrico
2) Recombinacion desigual entre cromosomas homologos mal alineados o bien entre
cromatidas hermanas. (Moore C, 2001; Nussbaum R, 2001)

Las técnicas de bandeo de alta resolucion y de FISH (Hibridacion In situ Fluorescente)
pueden evidenciar la presencia de una delecion que sea demasiado pequefia para ser
detectada por el poder de resolucion de la técnica habitual de bandas GTG y en general su
tamario es de 2000 a 3000 kb. (Nussbaum R, 2001)

FIGURA 1. Modelos para explicar la formacion de las deleciones. Eventos de recombinacion homdloga (RH)
que involucran regiones especificas de repetidos de bajo nimero de copias (LCRs). Fig. a) Eventos de RH
entre dos LCRs pueden generar una delecion por excisién de un aro intracromatide. Fig. b) Eventos de RH
entre dos LCRs de cromosomas homélogos pueden generar una duplicacién y una delecion. (Modificado de

Morrow, B. 2005)
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Entre las alteraciones cromosomicas estructurales mas frecuentes se encuentra la
microdelecion 22q11.2 (del22g11.2) que se estima tiene una incidencia de 1 en 4000 RNV.
(Carlson C, 1997; Scambler P, 2000; Yamagishi H. 2002) Es interesante que desde 1955 se
han descrito varios casos de enfermedades aparentemente distintas que tienen un fenotipo
muy parecido y que hoy dia se sabe también presentan la del22q11.2 como AC lo que ha
originado la consideracion de que probablemente todos estos padecimientos representan el
espectro clinico de una misma AC. (Carlson C, 1997; Scambler P, 2000; Yamagishi H.
2002)

1.2- EMBRIOLOGIA DE LOS ARCOS Y BOLSAS FARINGEAS

Las principales estructuras afectadas en pacientes con la del22g11.2 son los
derivados embrionarios de los arcos y bolsas faringeas, lo que constituye un defecto
primario en el desarrollo del aparato faringeo. Los arcos faringeos, estructuras compuestas
por diferentes tipos celulares, son bilaterales y simétricos y se desarrollan en forma
segmentaria a lo largo del eje antero-posterior del embrion. Cada arco tiene una cubierta
externa de ectodermo, una capa interna de endodermo y un nucleo central de mesodermo

paraxial que se encuentra adyacente a una arteria del arco faringeo. (Scambler P, 2000)
(Fig.2y Fig.3)

Estas estructuras estan en relacion con las células de la cresta neural cefalica, las cuales
migran del pliegue neural a cada arco faringeo en donde formaran el mesénquima que a su
vez rodeara a las arterias de ese arco y al nucleo mesodérmico (Fig.4). El mesodermo da
origen a los musculos de cara y cuello mientras que el mesénquima contribuira a formar las
estructuras Oseas de la cara asi como a las estructuras cardiovasculares. Las bolsas faringeas
formadas por la capa epitelial derivada del endodermo daran origen al timo y las glandulas
paratiroides. Por otra parte, las hendiduras faringeas formadas por la capa epitelial derivada
del ectodermo daran lugar a la epidermis y a las neuronas sensoriales del ganglio neural

asociado al arco faringeo.

11



FIGURA 2. Se muestra la serie de eventos morfoldgicos, conservados evolutivamente que participan en el
desarrollo facial. Las Fig. 2a y 2b comparan diferentes etapas del desarrollo facial en embriones de raton y
pollo respectivamente. La apariencia y crecimiento de los arcos branquiales se encuentra determinada por el
mesénquima craneal derivado de la cresta neural (ectomesénquima), altamente proliferativo, con capacidad
migratoria. Las flechas de la Fig. 2c indican la migracién que siguen las células de la cresta hacia la cara en
desarrollo. Fig. 2d El ectomesénquima rodea un nicleo de mesénquima. Las invaginaciones bilaterales dentro
del proceso frontonasal (Fig. 2e) generan los procesos nasales lateral y medial, los cuales se unirdn a los
procesos maxilares (Fig. 2f, cabeza de flechas) para formar las aperturas nasales, el labio superior, la
mandibula y el paladar primario. Ba2: Arco branquial 2; fb: cerebro anterior; fnp: proceso frontonasal; Inp:
proceso nasal lateral; mb: cerebro medial; md: proceso mandibular; mnp: proceso nasal medial; mx: proceso
maxilar; ng: surcos nasales invaginando; r1-r4: rombomeros 1-4. (Modificado de Mclnnes, R. & Michaud, J.
2004)
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FIGURA 3. Corte coronal de los arcos faringeos correspondiente a los dias 9.5-10.5 de un embrion de raton.
Se demuestra el epitelio ectodérmico externo (negro), un nucleo central de mesodermo paraxial (azul) y un
epitelio endodérmico interno (verde) el cual forma las bolsas faringeas entre cada arco y las células de la

cresta neural (rojo). Los nimeros arabigos representan los arcos faringeos 1° a 4° y los nimeros romanos

representan las bolsas faringeas 12 a 42. (Modificada de Yamagishi, H. 2002)

FIGURA 4. En esta imagen lateral de un embridn de ratén del dia 9.5 de gestacién equivalente a 28 dias en
un embrién humano, se aprecia el desarrollo de las estructuras de los arcos faringeos. Las flechas muestran la
migracion de las células de la cresta neural cefalica derivadas del pliegue neural (dorso del tubo neural) hacia

la cabeza, los arcos faringeos y la region conotruncal del corazon. Los nimeros arabigos representan los arcos

faringeos. (Modificada de Yamagishi, H. 2002)
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Defectos en el 1° y 2° arco faringeo dan origen a anomalias faciales menores y paladar
hendido; defectos de las bolsas faringeas 32 y 42 ocasionan hipoplasia del timo y glandula
paratiroides y los defectos en la 32 y 42 arteria de los arcos dan lugar a anomalias adrticas y
de la region conotruncal, ocasionando defectos cardiacos congénitos como la tetralogia de
Fallot (TF) y el tronco arterioso persistente.

Estudios en embriones de pollo en los cuales se han inhibido a las celulas de la cresta
neural antes de su migracion del pliegue neural han originado en el embrion un fenotipo
con las caracteristicas principales de la del22ql1.2. También mutaciones en genes
implicados en el desarrollo de dichas células como Pax3 o endotelina-1 pueden inducir

malformaciones similares a las producidas por la microdelecion. (Scambler P, 2000)

1.3.- EMBRIOLOGIA DEL CORAZON Y SU RELACION CON EL
DESARROLLO DE LOS ARCOS FARINGEOS

El desarrollo cardiovascular en los seres humanos ocurre entre la 3% y 82 semana de
gestacion (sdg). El corazon tubular inicial comienza su desarrollo a mitad de la 32 sdg, sin
embargo la primera manifestacion de este organo inicia en la 22 sdg con la aparicion del
campo del desarrollo cardiaco, el cual es la region del mesodermo que contiene las células
cardiacas progenitoras y que se localiza lateralmente a la linea primitiva en la region
caudal. (Fishmann M, 1997) Estas células se invaginan a través de la linea primitiva y
migran rostrolateralmente (dia 15 a 16 de gestacion) hasta formar parte de la placa lateral
en forma de herradura en el mesodermo (dia 18 de gestacion) que formara el tejido
miocardico auricular y ventricular. La diferenciacion cardiaca se inicia en respuesta a la

sefial inductiva del mesodermo anterior. (Waldo K, 2001)

Estas células son capaces de diferenciarse en los tejidos integradores del corazon, se
agregan los angioblastos desarrollando los cordones angioblasticos que forman al par de
tubos endocardicos laterales, los cuales a su vez son llevados juntos, por plegamiento,

durante el principio de la 42 sdg y se fusionan en direccion céfalo caudal, formando un tubo

14



cardiaco primitivo unico (dia 22). (Moore K, 1979) Entre las 5% y 8?2 sdg el corazon
primitivo sufre un proceso de plegamiento y remodelacidn, iniciando el flujo sanguineo y el

proceso de eyeccion cardiaco. (Carlson C, 1997)

Durante el plegamiento cardiaco parte del epitelio endocardico sufre una transformacion de
epitelio a meseénquima. Estas células mesenquimatosas migran hacia los cojinetes
endocardicos, los cuales se denominan de acuerdo a la region en la cual se desarrollan

como cojinetes del tracto de salida y cojinetes atrioventriculares.

La formacion del septum atrial y ventricular con la separacion de los tractos de entrada y
salida del corazén forman las cuatro diferentes camaras cardiacas. Las estructuras
definitivas que separan las cavidades atriales y ventriculares estan formadas completamente
por tejido muscular. Una pequefia parte del septum esta formada por la fusion de los
cojinetes atrioventriculares en la parte del extremo proximal del septum ventricular y es

Ilamada septum membranoso. (Moore K, 1979; Carlson C, 1997)

La luz del tracto de salida comin se separa en un tronco pulmonar y la aorta por la
tabicacion del tracto de salida. Este proceso involucra una poblacion de células de la cresta
neural cardiaca que contribuye al mesénquima condensado del septum aorticopulmonar. El
control preciso de los procesos tales como la migracion de las celulas de la cresta neural,
diferenciacion, proliferacion, apoptosis y sefializacion intracelular son esenciales para la
formacion y moldeamiento correcto del corazon y el sistema vascular. Los cojines del
tracto de salida son remodelados para formar las valvulas arteriales. Finalmente la aorta con
sus valvulas adrticas, se contintan con el ventriculo izquierdo, y el tronco pulmonar con sus

valvulas pulmonares originan el ventriculo derecho. (Moore K, 1979; Carlson C, 1997)

Las celulas de la cresta neural que estan destinadas a formar parte del corazon provienen
del los arcos faringeos 3°, 4°y 6°; y llegan a la region del tracto de salida, donde generan
parte del septum conotruncal y aorto pulmonar. Alternativamente, las células de la cresta
neural pueden afectar la maduracion de las células miocardicas. (Fishmann M, 1997;
Hutson M, 2008)
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El tabique interventricular muscular crece del vértice del ventriculo comin hacia los
cojinetes endocardicos auriculoventriculares. Al inicio permanece permeable un agujero
interventricular, el cual se cierra a traves de los procesos de crecimiento del tabique
interventricular y la contribucion de la cresta troncoconal que divide el tracto de salida del
corazén. Componente membranoso derivado del tejido conjuntivo de los cojinetes
endocardicos. (Carlson C, 1997) (Fig.5y Fig.6)

FIGURA 5. La imagen muestra el desarrollo cardiaco humano en corte ventral. Los precursores
cardiacos (dia 15) forman una media luna para formar segmentos especificos del tubo cardiaco linear a lo
largo del eje antero posterior que formara las camaras del corazén. Las células mesenquimatosas forman
las valvulas cardiacas de los segmentos conotruncal (CT) y valvula atrioventricular (AVV) A= atrio;
Ao= Aorta; DA= Ducto Arterioso; LA= Auricula Izquierda; LCC= Carétida Izquierda Comln; LSCA=
Arteria Subclavia lzquierda; LV= Ventriculo Izquierdo; PA= Arteria Pulmonar; RA= Auricula Derecha;
RCC= Cardtida Derecha Comun; RSCA= Arteria Subclavia Derecha; RV= Ventriculo Derecho; V=
Ventriculo. (Modificada de Srivastava, D. & Olson, E. 2000)
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FIGURA 6. La imagen muestra los pasos en la morfogénesis cardiaca enfatizando los derivados
mesodérmicos. La formacion de valvulas, ventriculos, atrios y sistema de conduccién se encuentran bajo el
control de grupos de proteinas reguladoras independientes o bien parte de una via comun. Las cajas en verde
oscuro sefialan las regiones cardiacas afectadas por vias especificas. Los factores necesarios para los distintos
pasos durante la cardiogénesis se muestran al lado de las flechas amarillas, mientras que factores de
regulacién con actividad no definida se sefialan con interrogacion. (Modificada de Srivastava, D. & Olson, E.
A. 2000)
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La TF representa el 10% de todas las cardiopatias congenitas y se clasifica dentro de las
cardiopatias congénitas cianogenas. Anatdmicamente consiste en cuatro alteraciones
basicas: 1.- Estenosis de la valvula pulmonar; 2.- Comunicacion interventricular; 3.-
Cabalgamiento de la aorta; 4.- Hipertrofia ventricular derecha. Embriolégicamente la
alteracion se debe a un desarrollo anormal de la region tronco-conal primitiva.. (Gamez J,
2000)

Como se ha descrito en parrafos anteriores y dado que la del22q11.2 afecta a estructuras
originadas de las células de la cresta neural asi como de los arcos faringeos, se deriva la
consideracion de que por ende alteraciones a este nivel daran origen tanto a anormalidades

craneofaciales como cardiacas.

Il.- ANTECEDENTES

I.1.- MICRODELECION 229g11.1

11.1.1.- MANIFESTACIONES CLINICAS

En 1955 la Dra. Eva Sedlackova describié a 26 pacientes que presentaban paladar
blando corto y un paladar duro largo pero sin hendidura palatina (Turnpenny P, 2001), 10
afios después el Dr. Angello DiGeorge describio a un paciente quien presentaba
hipoparatiroidismo e infecciones recurrentes asi como a 3 casos con agenesia del timo y de

las glandulas paratiroides.

El fenotipo descrito por DiGeorge que hoy lleva su nombre resulta de un desarrollo
anormal de los derivados de la 3% y 42 bolsa faringea y comprende un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, siendo las principales: las cardiopatias congénitas (CC)
especialmente las de tipo conotruncal; el dismorfismo facial, el hipoparatiroidismo y la

agenesia o hipoplasia de timo y glandulas paratiroides.
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Dentro de las principales dismorfias faciales que presenta el sindrome de DiGeorge (SDG)
(OMIM #188400) se encuentra el hipertelorismo, labio y/o paladar hendido, Gvula bifida,
pabellones auriculares pequefios y de implantacion baja. (Wilson D, 1993; Driscoll D,

1993; Dallapiccola B, 1996) (Fig.7)

FIGURA 7. Paciente con sindrome Velocardiofacial. Nétese la raiz nasal ancha, telecanto, epicanto y

punta nasal bulbosa. (Tomada de Korf B, 2006)
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En 1976 se describio un sindrome con apariencia facial distintiva caracterizada por cara
alargada, telecanto, puente nasal ancho y dismorfia de pabellones auriculares, voz
hipernasal y CC, al cual se le denomino sindrome “con fascies de anomalia conotruncal”
(SFAC) o CAFS por sus siglas en inglés. (Yamagishi H, 2002) Dos afios més tarde, el Dr.
Shprintzen describiéo un cuadro clinico similar al presentado por DiGeorge, el cual
posteriormente se denominaria sindrome de Shprintzen o sindrome Velocardiofacial
(SVCF) (OMIM #192430), que presenta una fascies distintiva caracterizada por
hipertelorismo, fisuras palpebrales cortas y estrechas, nariz prominente, raiz nasal ancha,
boca pequefia con paladar hendido, retrognatia y dismorfia de pabellones auriculares. El
paladar hendido condiciona una voz nasal, ademas se presentan anormalidades cardiacas,
hipoplasia o agenesia de timo e hipocalcemia y dificultad para el aprendizaje. (Dallapiccola
B, 1996, Goldmuntz E, 1997, Matsuoka R, 1998; Henwood J, 2001; Heather E, 2002;
Yamagishi H, 2002)

Es interesante notar que en la historia de los sindromes presentados, si bien se encontraban
las descripciones clasicas con manifestaciones clinicas semejantes fue hasta 1993 en que se
describe un posible origen compartido. Considerando lo anterior el SVCF es un
padecimiento con herencia autosomica dominante asociado a la delecion intersticial de un
segmento del brazo largo del cromosoma 22 que comprende la regién 1 banda 1 subbanda 2
(la del22g11.2). (Driscoll D, 1993)

Ya que el SDG, el SVCF y el SFAC se sobrelapan fenotipicamente y en todos ellos se ha
reportado la presencia de la la del22g11.2, en 1993 se propuso para englobar estos 3
sindromes, el acrénimo en inglés de CATCH22 por Defectos Cardiacos, fascies Anormal,
hipoplasia de Timo, paladar hendido (Cleft), Hipocalcemia y deleciones en 22911, sin
embargo la utilizacion de este término es inapropiada debido a las implicaciones
psicoldgicas para los pacientes y sus padres, ademas que ahora se sabe que el sindrome de
Opitz G/BBB (OMIM %145410) y el sindrome de Cayler (SC) (OMIM %125520) son
también causados por la del22g11, por lo tanto el espectro clinico es mucho mayor que el
descrito por el acrénimo CATCH22. (Yagamishi H, 2002)
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Otras caracteristicas que podrian presentar estos pacientes son el retraso mental que puede
ser desde leve hasta severo, problemas en el aprendizaje, problemas de comportamiento y
algunos reportes sefialan una predisposicion mayor en la edad adulta para desarrollar
padecimientos psiquiatricos como lo es la esquizofrenia (30%) y el trastorno bipolar.
(Matsuoka R, 1998, Eliez S, 2001; Heather E, 2002)

Dada la herencia autosémico dominante y la variabilidad de expresion algunos padres
afectados presentan un fenotipo menos severo que sus hijos, generalmente asociado a
problemas de aprendizaje y frecuencia menor de CC (Dallapiccola B, 1996; Kobrynski L,
2007), lo que explicaria una mayor supervivencia que en aquellos pacientes con expresion
mas severa, ya que la causa principal de morbi-mortalidad de esta entidad es la CC que
afecta aproximadamente al 75% de los pacientes. (Scambler P, 2000)

La hemicigosidad de la region 22g11 también ha sido reportada en el sindrome de Kousseff
y el sindrome de valvula pulmonar ausente. El sobrelapamiento de las caracteristicas
clinicas en los pacientes con estos sindromes ha llevado a la propuesta de que representan
parte de un amplio espectro clinico causado por la delecion de un segmento cromosomico
que contiene genes sensibles a dosis y que son el resultado final de un misma etiopatogenia
genética. (Tabla I) (Driscoll D, 1993; Dallapiccola B, 1996; Scambler P, 2000; Yagimeshi
H, 2002)

TABLA |. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS DISTINTOS
SINDROMES QUE PRESENTAN LA del22g11.2

CARACTERISTICA CLINICA SVCF SDG CATCH22 OPITZG CAYLER
Microcefalia s T« |+ |+ | - ]
Paralisis facial unilateral - - - - +
Asimetria facial al Ilanto - - - - +
Defecto huesos faciales - - - - +
Hipertelorismo + + + + -
Telecanto - + + ¥ _
Fisuras palpebrales estrechas + + + - -
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CARACTERISTICA CLINICA

Continuacion...

Raiz nasal ancha

SVCF SDG CATCH22

OPITZG CAYLER

Nariz bulbosa / punta cuadrada

Filtrum corto

Labio hendido

Paladar hendido

Uvula hendida

Micrognatia

Retrognatia

Dismorfia pabellones auriculares

Llanto grueso

Fistula Laringo-Traqueo-esofagica

Cardiopatia

Hipospadias

Criptorquidea

Escroto bifido

Ano imperforado

Retraso mental

Anormalidades SNC

Anormalidades gastrointestinales

Hipocalcemia neonatal

Hipoplasia glandula tiroides

Deficiencia de células T

Habla hipernasal

Retraso en el lenguaje

Dificultades en aprendizaje

Desordenes psiquiatricos

Talla baja

Vasos de retina tortuosos

Discos 6pticos pequerios

Manos pequefias

Insuficiencia velofaringea
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11.1.2.- CARDIOPATIAS CONGENITAS

Ademas de los sindromes anteriormente descritos, la la del22g11.2 se asocia a un
gran numero de CC aisladas dentro de las cuales predominan los defectos de tipo
conotruncal. Las CC ocurren en 75 de cada 1000 RNV en sus formas leves (Sanchez R et
al, 2006), mientras que se presentan con una frecuencia de 8 de cada 1000 RNV
aproximadamente en las formas moderadas a severas y son consideradas una de las

malformaciones congénitas mas comunes.

La mayoria de las CC del corazén ocurren de forma aislada y estos representan la tercera
causa de muerte en nifios de 1 afio de edad y la sexta en nifios de 3 afos de edad. En la
mayor parte de los casos la herencia es de tipo multifactorial existiendo un riesgo
aumentado de recurrencia en aquellas familias en las cuales hay un hijo afectado y un
riesgo mayor si la madre es la afectada. Esto sugiere que hay una predisposicion a las
malformaciones cardiacas influenciada por el ambiente y los antecedentes genéticos.
(Goldmuntz E, 1993; Stevenson R, 1993; Hoffman J, 2002, Sanchez R, 2006)

La etiologia de las CC es heterogénea ya que se han reconocido tanto patrones de herencia
monogénicos (5% de los casos), alteraciones cromosomicas (13%), como herencia
multifactorial. (Sanchez et al 2006). De todas las CC los defectos del tabique ventricular
constituyen 25% y tienen una incidencia estimada de 1 en 800 RNV cuando se encuentra
como defecto aislado. (Stevenson R, 1993)

Dentro de las cardiopatias congeénitas aisladas mas frecuentes la interrupcion del arco
aortico, principalmente la interrupcion adrtica tipo B y sus ramas con un corazon
estructuralmente sano se han asociado a la delecion 22g11.2 en aproximadamente 9% de
los casos. (Momma K, 1999) y 19% (Botto L, 2003)

Por otra parte, la TF se asocia de 6 a 20% (Momma K, 1999) y hasta 35% (Botto L, 2003)
con la presencia de la del22q11.2. Se ha reportado una mayor incidencia de las anomalias
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del arco aortico y sus ramas en la TF con la delecion que en aquellos pacientes que no la
presentan. (Momma K, 1999)

Se estima que aproximadamente 50% de los pacientes que cursan con interrupcion del arco
aortico tipo B presentaran la del22g11.2. La incidencia de la delecion es alta en la TF, la
ausencia de valvula pulmonar y conducto arterioso reportandose hasta en un 75% de los
casos. (Momma K, 1999)

Alrededor de 30% de los pacientes que presentan la del22g11.2 cursan con TF acompafada
de atresia pulmonar o bien algin defecto del septum ventricular y atresia pulmonar. Los
defectos ventriculares septales con o sin anomalia del arco aortico son la segunda

cardiopatia congenita més frecuente seguida por la TF. (Momma K, 1999)

En conclusion, alrededor de 5% de los nifios que nacen con algin defecto cardiaco
congeénito aislado presentan la delecion 22911.2 y 81% de los pacientes con la del22q11.2
presentan defecto cardiaco, el cual es la anomalia estructural méas consistente con el
sindrome, acompafado por las dismorfias faciales, la dificultad para el aprendizaje y la

insuficiencia velofaringea.

Las anomalias cardiacas mas comunes en pacientes con la del22q11.2 son los defectos
conotruncales de 8-17% a 63 % de los casos (Hofbeck M, 1999; Botto L, 2003), incluyendo
la interrupcion del arco adrtico tipo B, tronco arterioso, TF y sus variantes y transposicion
de grandes vasos. (Henwood J, 2001; Heather E, 2002; Botto L, 2003) (Tabla II)
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TABLA Il. CARDIOPATIAS ASOCIADAS A LA del22g11.2

CARDIOPATIA PORCENTAJE

TF y sus variantes 35 %
1. Atresia pulmonar + DSV 14 %
2. TF + ausencia valvula 7%
pulmonar 14 %

3. TF simple
Interrupcion arco aortico 19 %
Defecto Septal Ventricular (DSV) 16 %
Tronco arterioso 9%
Anormalidades Vasculares 51 %
1. Arco adrtico derecho 35 %
2. Origen aberrante de la arteria 16 %

subclavia
3. Vasos braquiocefalicos en 12 %

espejo

Anillo vascular 5%

* Tabla modificada de Botto L et al, 2003.

11.1.3.- INCIDENCIA

La incidencia de la del22q11.2 es variable segun las poblaciones estudiadas y el
tamafno de la muestra asi como de si se trata del reporte del espectro o de entidades
sindromicas especificas. En Suecia se ha reportado una incidencia anual de 1 en 7000 RNV
con una prevalencia en menores de 16 afios de 1 en 7500, sin embargo especificamente en
la ciudad de Gothenburg la incidencia es de 1 en 5900 RNV. En la region flamenca de
Bélgica se ha reportado una prevalencia de 1 en 6395 de acuerdo a un estudio realizado de
1992 a 1996, por otra parte en el sur de Francia se reporta una prevalencia de 1 en 9700. La
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prevalencia es similar en los diferentes grupos étnicos, sin embargo se reporta una
prevalencia mayor en hispanicos de hasta 1 en 3800 RNV. (Botto L, 2003; Oskarsdottir S,
2004, Kobrynski L, 2007)

La mayoria de los casos (80-90%) de SVCF son esporadicos sin embargo en 10 al 20% se
ha descrito una herencia autosomica dominante asociada a la del22g11.2. (Driscoll D,
1993; Dallapiccola B, 1996; Carlson C, 1997; Henwood J, 2001; Yamagishi H, 2002;
Kapadia R, 2008). En 1997 Momma et al estudiaron a 15 pacientes japoneses con tronco
arterioso comun y en 5 de ellos encontraron la del22g11.2, al ser revisados
intencionalmente, estos 5 pacientes presentaban fascies de anomalia conotruncal. (Momma
K, 1997)

Cerca de 30% de los pacientes con tronco arterioso persistente tienen SDG vy la del22q11.2
asociada. La del22qll y el SDG siempre se acompafian de una fascies anormal. La
asociacion de del22g11 con la presencia de tronco arterioso se debe sospechar en presencia
de hipocalcemia, fascies peculiar, paladar hendido e hipoplasia de timo y se confirma
mediante FISH. (Momma K, 1997)

En 1998 Goldmuntz et al realizaron un estudio en 251 pacientes con diagndstico de CC
conotruncal (7 tipos distintos) a quienes se les realizdé FISH, encontrandose que 17.9% de
estos pacientes presentaban la del22g11.2, con lo que determinaron que ésta es una causa
importante en la etiologia de las CC conotruncales. (Goldmuntz E, 1998)

La frecuencia de la del22g11.2 vario con los diagnésticos primarios encontrando que fue
mas frecuente en los pacientes con interrupcion del arco aortico (50%) y en persistencia del
tronco arterioso (34.5%). En este estudio 15.9% de los pacientes con TF tuvieron del22q11
consistente con lo reportado en la literatura previamente (Goldmuntz E, 1993; Momma K,
1997; Yamagishi H, 2002). La presencia de la del22q11 fue tan frecuente en los pacientes
con TF y atresia pulmonar como en aquellos con TF y estenosis 0 ausencia de la valvula
pulmonar, en contraste con otros estudios en los cuales se reporta una mayor incidencia de

la del22g11 en pacientes con TF y ausencia de la valvula pulmonar. (Goldmuntz E, 1998)
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11.1.4.- BASES MOLECULARES

Los primeros datos sobre la posible causa del sindrome de del22qll fueron
reportados cuando Chapelle publicé una familia con la translocacion cromosémica
t(20;22)(q11;q11) en donde 5 pacientes presentaban SVCF. (Wilson D, 1993) y se asocio a
una delecidn intersticial de aproximadamente 1.5 a 3 Mb en 22g11.2. El noventa por ciento
de los pacientes con SVCF tienen los mismos puntos de ruptura proximales y distales sin
embargo una minoria tienen un punto de ruptura distal distinto, lo que origina una delecion
de 1.5Mb aproximadamente. (Carlson C, 1997; Goldmuntz E, 1997; Henwood, J 2001)

(Fig.8)
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FIGURA 8. En esta imagen ilustra los LCRs implicados en la del22g11.2 tanto en la delecion tipica de 3 Mb
como en la de 1.5 MB. Los puntos de ruptura proximales ocurren en el LCR22-2, el punto de ruptura distal
para la delecion de 1.5 Mb ocurre en el LCR22-3% y para la delecién de 3 Mb ocurre en LCR22-4.
(Modificado de McDermid H.E & Morrow B. 2002)

Algunos autores describen que casi 100% de los pacientes con SVCF presentan la delecion
siendo que en 90% de ellos es de 3Mb y en 7% es de 1.5Mb, desde 1993 se sabe que ambas
son resultado de eventos de recombinacion homologa no alélica. (Goldmuntz E, 1997, Ben-
Shachar S, 2008)
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En 1999 Edelmann et al analizaron los haplotipos en dos familias diferentes con tres
generaciones afectadas por SVCF y ademas de demostrar la presencia de la del22911.2
cencontraron que en dos casos esporadicos existio una recombinacion homologa
intracromosomica la cual fue la responsable de la delecion de 3Mb descrita en estos dos
casos. (Edelmann L, 1999) (Fig.9)

FIGURA 9. En esta imagen se muestra la distribucion de los 8 LCRs en la region 22q11.2, estos se
representan como cuadros negros marcados de la A a la H. Modificada de Shaikh Low copy repeats mediate
distal chromosome 22q11.2 deletions: Sequence analysis predicts breakpoint mechanisms. Genome Res.
17:482-491, 2007.

Dentro de la region 22911 hay un total de 8 LCRs, los 4 LCRs proximales han sido
ampliamente caracterizados debido a su participacion en rearreglos cromosoémicos de
22011 que llevan a la presentacion del SDG/SVCF y Sindrome Cat Eye (SCE) por delecion
y duplicacion de la region respectivamente. Estos 4 LCRs se denominan LCR-A al LCR-D

de acuerdo a su localizacion cromosomica siendo LCR-A el méas proximal al centromero.

Los LCRs proximales son mas extensos que los distales y tienen una estructura modular
compleja. De ellos el LCR-A y el LCR-D son a su vez los mas extensos y los mas
complejos en cuanto a su organizacion y median la delecion comdn de 3Mb del
SDG/SVCEF. El grado de semejanza mayor de 98% entre las secuencias de los médulos ha
impedido que se logre la caracterizacion final a nivel de secuencia de nucleotidos de los

puntos de ruptura mas comunes de la delecion.
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Los 4 LCRs distales, LCR-E a LCR-H, son méas pequefios con menos médulos duplicados.
Este agrupamiento de LCRs raramente ha sido asociado a deleciones distales de 22q11,
posiblemente debido a su menor tamafio y a su mayor grado de variacion en la secuencia.
(Shaikh T, 2007)

La haploinsuficiencia de algunos de los genes que se encuentran en la region 22911.2 es
responsable del cuadro clinico caracteristico, por ejemplo la haploinsuficiencia de TBX1
lleva a la formacion de estructuras embrionarias faciales mas pequefias debido a una
disminucion en la proliferacion de las células del endodermo de los arcos branquiales. Una
cascada de factores de transcripcion regulan el desarrollo de la glandula paratiroides y el
timo, TBX1 activa directamente al factor de crecimiento fibroblastico 8 (FGF8), FGF10, al
factor miogénico 5 (MYF5) y al factor de diferenciacion miogénica 1 (MYODL1).
(Kobrynski L, 2007)

Los FGF8 y FGF10 promueven el crecimiento de las células que se encuentran a su
alrededor y participan en la migracion de las células de la cresta neural, mientras que
MYF5 Y MYOD1 regulan el desarrollo de los musculos branquiales. Un desarrollo
anormal de estos musculos podria explicar las dificultades para tragar y los problemas de
alimentacion de la infancia en los pacientes con SVCF.

TBX1 también se expresa en el campo cardiaco secundario el cual da origen a las
estructuras del tracto de salida, al ventriculo derecho y al mesénquima del cerebro. Las
células de este campo son derivadas del mesodermo faringeo. Algunos estudios han
demostrado la expresion de este gen en un grupo pequefio de células del campo cardiaco
anterior que se convertiran en cardiomiocitos en el tracto de salida. Estas células marcan el
camino para la migracion subsecuente de las células de la cresta neural y son importantes

para la formacion de estructuras cardiacas. (Kobrynski L, 2007)
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11.1.5.- GENES CANDIDATOS

Ademas del mencionado TBX1, existen mas de 30 genes descrito en la region de la
del22g11.2, si bien TBX1 es el unico que se ha encontrado mutado en algunos pacientes con
un fenotipo similar a aquellos pacientes que presentan la delecion completa lo que sugiere
que la haploinsuficiencia per se de este gen sea la causante principal del fenotipo de los
pacientes con SVCF y tambien se considera el gen principal para el fenotipo cardiaco.
(Baldini A, 2006) Estudios realizados en mamiferos han demostrado su importancia en el
desarrollo cardiaco ya que al ser mutado en ratones knockout ha alterado la formacion del
4° arco arterial branquial, precursor del ventriculo derecho y del tracto de salida.
(Kobrynski L et al, 2007) TBX1 se expresa preferencialmente en el nicleo mesodérmico
adyacente a las arterias de los arcos faringeos, en el epitelio endodérmico de los arcos
faringeos, en la mitad ventral de las vesiculas oOticas y en el mesénquima de la cabeza.
(Yamagishi H, 2002) (Fig.10)

FIGURA 10. Imagen que representa los genes (linea inferior) y las deleciones en la region 22q11.2. La linea
a sefiala la delecidn de 3 Mb; la linea b sefiala la delecion de 1.5 Mb; la linea ¢ muestra deleciones atipicas

que se han reportado en 10 individuos. Cen: centromero. (Modificada de Yamagishi, H., 2002)
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TBX1 es un miembro de la familia de genes que codifican a factores de transcripcion de T-
box. En modelos animales en raton se ha demostrado que los hemicigotos para Thx1l
presentan defectos cardiacos moderados sin viabilidad reducida, sin embargo la alteracion
en ambas copias de Tbx1 mostraron una letalidad perinatal con aplasia de timo y glandula
paratiroides asi como malformaciones de pabellon auricular, paladar hendido, tronco
arterioso o defectos cardiacos conotruncales mas severos que aquellos que se presentaron
en modelos con hemicigosidad, demostrando el importante papel del gen en el desarrollo

normal de estas estructuras y supervivencia del embrion.

Otros genes candidatos que se encuentran dentro de la region la del22g11.2 humana son
HIRA, UFDI1L, COMT, PRDH, CRKL y GSCL, sin embargo ninguna alteracion en estos
genes ha mostrado un fenotipo relevante asi como tampoco se encuentran expresados en
ninguno de los precursores de las estructuras afectadas, por lo que a la fecha no se pueden

considerar genes candidatos principales. (Heather E, 2002)

El gen CRKL, miembro de la familia de protein-tirosin cinasas con dominios SH2 y SH3 es
otro candidato codifica para una proteina adaptadora SH2-SH3-SH3 involucrada en la
respuesta del factor de crecimiento y en la sefializacion de adhesion focal y se encuentra
expresado en células de la cresta neural durante la embriogénesis. La ausencia de ambas
dosis de CRKL en ratones es letal en periodo embrionario y estos desarrollan un fenotipo
similar al de la del22g11.2. Los ratones heterocigotos no muestran alteracion fenotipica lo
que sugiere que este gen no es haploinsuficiente. (Heather E, 2002; Yamagishi H, 2002)

UFDLL se ubica corriente abajo de dHAND este altimo gen se encuentra involucrado en el
control del desarrollo de las estructuras afectadas en el SDG. UFDI1L se expresa en los
arcos branquiales, proceso frontonasal, tracto de salida y extremidades y esta implicado en
la degradacion proteica mediada por ubiquitina. La atenuacion de ufdll en células de la
cresta neural cardiacas en embriones de pollo resultaron en un incremento en la incidencia
de falla septal del tracto de salida cardiaco. (Wadey R, 1999; Yamagishi H, 2002)

HIRA codifica para proteinas histona dependientes represoras de la regulacion del ciclo

celular y se expresa en todos los tejidos derivados de la cresta neural. Atenuacion en la
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expresion de HIRA en células de la cresta neural cardiaca de pollo mostraron un incremento
en la incidencia de persistencia de conducto arterioso. HIRA interactia bioquimicamente

con Pax3, una proteina implicada en el desarrollo de la cresta neural. (Yamagishi H, 2002)

COMT codifica para catecol-O-Metiltransferasa y PRODH codifica para prolina
deshidrogenasa, ambos han sido relacionados con el fenotipo psiquiatrico y las alteraciones
del comportamiento de los pacientes con la del22g11.2. Los ratones con comt mutado
desarrollan un comportamiento emocional alterado y aquellos con Prodh mutado presentan
un déficit sensorimotor que en condiciones normales permite que la atencion se centre en
un solo estimulo, situacion contraria a lo observado en ciertos pacientes psiquiatricos.
(Yamagishi H, 2002)

RanBP1, también conocido como Htf9a, es otro gen candidato. RanBP1 es un compafiero
de union de la proteina nuclear Ran/TC4. Este gen se expresa en la region frontonasal,
arcos branquiales, extremidades y corazon, sitios en donde se encuentran concentradas

celulas mesenquimatosas derivadas de la cresta neural. (Maynard T et al, 2001)

En el presente trabajo se analizara la experiencia del Departamento de Genética del
Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG) en el diagnostico por FISH de la
del22q11.2 en aquellos pacientes con diagndstico clinico de SVCF o CC del tipo TF. Asi
mismo se intenta establecer la correlacion fenotipo-genotipo en estos pacientes y saber la

incidencia de la del22g11.2 en pacientes que acuden a nuestra Institucion.
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I1l.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cudl es la frecuencia de la del22g11.2 en pacientes del HIMFG que se encuentran
en estudio por CC aislada conotruncal de tipo TF o por SVCF en los que se solicito estudio

citogenético por FISH para la del22q11.2 en un periodo comprendido de diciembre de 2005
a mayo de 2008?
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IV.- JUSTIFICACION

De acuerdo con la literatura mundial el sindrome de del22q11 se encuentra entre los
sindromes genéticos por microdelecion mas comunes. En México si bien varios grupos
clinicos realizan la determinacion de la del22g11.2 por FISH, no se ha publicado la
frecuencia de este sindrome en nuestro pais, asi como tampoco se ha realizado una
correlacion genotipo fenotipo en estos pacientes. Identificar nuestra frecuencia nos
permitird por una parte conocer y correlacionar el perfil clinico y citogenético de esta
patologia en poblacion mexicana y ademas ofrecer un mejor asesoramiento genético a los
pacientes. al confirmar o descartar por citogenética molecular la presencia o ausencia de la

delecion ademaés de analizar las caracteristicas fenotipicas que los pacientes presentan.

V.- OBJETIVO GENERAL

Conocer la frecuencia de la del22g11.2 y el fenotipo asociado en la poblacion de

pacientes que acudieron al HIMFG con diagndstico clinico de TF o SVCF entre diciembre

de 2005 y mayo de 2008

V.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Establecer la correlacion entre el fenotipo y la presencia o ausencia de la del22g11.2 en
los pacientes estudiados.

2.- ldentificar la frecuencia de la presencia de la del22g11.2 en pacientes con TF aislada

3.- Identificar la frecuencia de la presencia de la del22q11.2 en pacientes con SVCF
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VI1.- VARIABLES

VI.1.- VARIABLES INDEPENDIENTES

1.- Fenotipo de los pacientes
2.- Tipo de cardiopatia

VI1.2.- VARIABLES DEPENDIENTES

1.- Presencia o ausencia de la del22g11.2

VIl.- TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, observacional, transversal y ambilectivo.
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VI1Il.- MATERIAL Y METODOS

La presente tesis fue desarrollada en el Departamento de Genética del HIMFG tanto
en el area clinica como en los laboratorios de Citogenética y Biologia Molecular y
constituye parte del protocolo de investigacion "Busqueda y caracterizacion de mutaciones
en el gen NKX2.5 en pacientes mexicanos con TF o sindrome de heterotaxia visceral”
HIM/2005/016 en colaboracion con el Departamento de Cardiologia, se solicitd
consentimiento informado. Ademas se incluyd a los pacientes que acudieron a la Consulta
Externa de Genética con diagndstico clinico de SVCF para quienes se solicitdé descartar
del22q11.2 y aceptaron realizarse el estudio, lo anterior en el periodo comprendido de
diciembre de 2005 a mayo de 2008.

Se realizé historia clinica genética y se revisaron los expedientes de los pacientes, se realizo
valoracion clinica para establecer el diagnostico en su caso de SVCF, TF, SDG u otros y
que cumpliesen con los criterios de inclusion. Se tomd muestra de sangre periférica para
estudio con técnica convencional de bandas GTG para descartar alteracion cromosémica de
tipo numérico o estructural, posteriormente se llevd a cabo el estudio de FISH con la sonda
TUPLE1 (Vysis ®) que detecta la delecion.

VIII.1.- CRITERIOS DE SELECCION

VIII.1.1.- CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes en edad pediatrica desde RN a 17 afios que aceptaran participar en

el estudio y tuvieran uno de los siguientes diagndsticos:

* Diagndstico de CC aislada tipo TF
* Diagnéstico clinico de SVCF
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VII1.1.2.- CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Aquellos pacientes con diagnéstico de CC aislada tipo TF que no desearan
participar en el estudio.
2. Pacientes con diagnostico de CC aislada tipo TF o SVCF que hubieran sido

transfundidos con sangre fresca total en los Gltimos 3 meses

VIII.1.3.- CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Pacientes cuya muestra haya sido insuficiente para realizar los analisis por

cariotipo y FISH y no se pudo obtener nueva muestra.

VIII.2.- METODOS

VII1.2.1.- ANALISIS CLINICO

A todos los pacientes se les realizo evaluacion clinica genética y cardiologica
estudiandose las variables de género, lugar de procedencia, edad, alteraciones
craneofaciales, oculares, nasales, pabellones auriculares y de extremidades asi como
alteraciones endocrinologicas y metabolicas especificamente del calcio y otras. (ver tablas

de resultados)

VI112.2.- TECNICA DE FISH

La hibridacion in situ fluorescente (FISH por sus siglas en inglés) es un método
altamente sensible y especifico de deteccion de secuencias de &cidos nucleicos.
Generalmente la sonda que se utiliza para FISH es una secuencia gendémica de la region de
interés la cual se clona como inserto en un vector que hibrida a la region homologa del par

de cromosomas en estudio.

37



En la realizacion de la técnica de FISH se usan sondas de DNA marcadas con
fluorescencia, ésta puede llevarse al cabo en células, nicleos o cromosomas de metafases
que se obtengan tanto de cultivo como de biopsia que pueden provenir de especimenes
frescos, refrigerados o fijados; las preparaciones se analizan en portaobjetos observadas en
microscopio de epifluorescencia. (Nussbaum R, 2001)

El procedimiento basico para realizar la técnica de FISH se divide en 6 pasos:

1. Preparacion de la laminilla
2. Preparacion de la sonda

3. Hibridacién

4. Lavado

5. Contra-tincion

6. Visualizacion

Se requiere del siguiente material para llevar a cabo la técnica:

Formamida
20x SSC

Sonda de locus especifico: DiGeorge/VVCFS espectro naranja*.

Buffer para la sonda

Etanol
NP-40 1000 ul
DAPI Il

La sonda de doble color incluye dos secuencias unicas TUPLE1 (HIRA) espectro naranja, y
del gen de arilsulfatasa A (ARSA) como control (espectro verde). La sonda LSI TUPLE 1
contiene los siguientes loci: region no codificadora 3’ de TUPLE 1, D22S553, D22S609 y
D22S942. Los 110 Kb de la sonda TUPLE1 no contiene los loci méas teloméricos D22S941
y D22S943. La sonda de LSI ARSA sirve como control interno y se encuentra muy cerca
del telomero 22 en 22g13. La sonda control define la orientacion del cromosoma y provee

un locus de diferente informacion en células de interfase y metafase. (Fig.11)
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Figura 11. Ideograma del cromosoma 22 mostrando las regiones de hibridacion de la sonda
LSI TUPLE1 Vysis ® Catalogo Vysis 2005

Preparacion de la laminilla.

Las células son tratadas para facilitar la disrupcion de la membrana celular. Para la
obtencion de cromosomas en metafase o profase para la técnica de FISH se siguen los
protocolos citogenéticos estandar de cultivo, cosecha y preparacion de laminillas. Las
laminillas se almacenan a -20°C por una semana, se revisa por contraste de fase para
seleccionar un campo apropiado, se deshidratan en etanol al 70%, al 85% y al 100% por un

minuto en cada concentracion.

Desnaturalizacion.

Las sondas de DNA usadas para realizar la técnica de FISH contienen una marca
que permite su deteccion después de la hibridacion con el DNA blanco de interés. Las
sondas son marcadas por dos vias de acuerdo al fabricante (manual de Vysis ®). El marcaje
directo de la sonda es el mas avanzado y simple, se adicionaron por cada area blanco en un
tubo de microcentrifuga a temperatura ambiente los siguientes reactivos:

v 7 ul LSI de buffer de hibridacién
v" 0.5 ul de sonda.
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v 2.5 ul H,0O purificada

Hibridacion.

La mezcla total de 10 ul se adicioné al DNA blanco en la laminilla y posteriormente se
sello el area de hibridacion con un cubreobjetos y cemento LILI®. La laminilla preparada
con la sonda y el DNA blanco fueron desnaturalizados térmicamente. A continuacion se
colocaron las laminillas en un aparato HYBRITE de Vysis ®. La reaccion fue llevada a
37°C por 24 hrs.

Lavado.
El exceso de sonda fue eliminado con las siguientes soluciones:

v 70 ml de 0.4XSSC/0.3% NP-40 en un vaso de Coplin.

v 70 ml de 2XSSC/0.1% NP-40 en un vaso de Coplin.
Se pusieron a una temperatura de 73+1°C en bafio Maria por 30 minutos. Después de
remover el cubreobjetos de la laminilla se sumergieron inmediatamente en la solucion de
0.4XSSC/0.3% NP-40, agitandose de 1-3 segundos y sacandolas después de dos minutos
para despues sumergirlas en la solucion de 2XSSC/0.1% NP-40, se agitaron por 2 segundos
y después de 1 minuto se sacaron permaneciendo a temperatura ambiente para su secado.
Contratincion.

Se aplicaron 10 uL de DAPI 1l para luego colocar un cubreobjetos.

Visualizacion.

Se hizo la observacion de la laminilla en un microscopio de epifluorescencia Zeiss
modelo Imager.A1 AX10. La responsable de la técnica de FISH fue la Dra. Rocio Sanchez
Urbina.
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IX.- RESULTADOS

En las libretas de consulta y por los protocolos de investigacién que se llevan al
cabo en el Departamento de Genética inicialmente se identificaron 85 pacientes en estudio
por TF (30) o SVCF (55) diagnosticado clinicamente, se eliminaron 44 pacientes por estar
pendiente completar estudio citogenético por lo que finalmente se incluyeron 41 pacientes,
17 de los cuales tienen diagnéstico de TF y 24 diagnostico de SVCF. De los 24 pacientes
con SVCF 41.7% (10) son hombres y 58.3% (14) son mujeres; mientras que 53% (9) de

aquellos con TF son hombres y 47% (8) son mujeres. (Tabla I11)

TABLA I1l. GENERO

GENERO SVCF TF
HOMBRES 10 41.7% 9 53%
MUJERES 14 58.3% 8 47%
TOTAL 24 17

Los lugares de procedencia mas frecuentes fueron: Distrito Federal, Estado de México,
Puebla e Hidalgo. (Tabla 1V)

TABLA IV. PROCEDENCIA

PROCEDENCIA SVCF (24) TF (17)
Distrito Federal 33.3% (8) 23.5% (4)
Estado de México 29.2% (7) 41.2% (7)
Hidalgo 8.3%(2) 17.6% (3)
Michoacan 4.2% (1) -
Puebla 12.5% (3) -
Querétaro 8.3% (2) -

San Luis Potosi - 11.8% (2)
Veracruz 4.2% (1) 5.9% (1)
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Los rangos de edad fueron de menos de 1 mes hasta 14 afios, siendo el diagnéstico mas
frecuente a la edad de 5 afios para el SVCF y de 1-4 y 7 afios para TF. (Tabla V)

TABLA V. EDAD

EDAD SVCF (24) TF (17)

'Menos de 1 mes 1 1 42% | - - |
1 mes — 1 afio 1 4.2% - -

1 a 4 afios 7 29.1% 6 35.3%
5 afios 7 29.1% 4 23.5%
6 afos - - 1 5.9%
7 afnos 2 8.3% 4 23.5%
8 afios 1 4.2% 1 5.9%
9 afos 1 4.2% 1 5.9%
12 afos 3 12.5%

14 afos 1 4.2%

Se encontraron dismorfias faciales en todos los pacientes con SVCF (Fig.12) y al buscarse

intencionadamente éstas se diagnosticaron también en 3 (29.4%) de los pacientes con TF.

a b C

FIGURA 12. Se muestran 2 pacientes con del22q11.2. a) N6tese la cara alargada, la raiz nasal prominente,
punta nasal bulbosa, comisuras labiales hacia abajo; b) y c) Noétese la cara alargada, frente estrecha, raiz nasal
prominente, punta nasal bulbosa, filtrum corto, dientes pequefios, retrognatia y pabellones auriculares en

reproposicion. Las fotografias clinicas fueron tomadas con consentimiento informado.
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Todos los pacientes con SVCF tenian cardiopatia siendo la mas frecuente la comunicacion
interventricular (CIV) y 17 de ellos presentaban dificultades en el aprendizaje (70.8%) asi
como retraso en el lenguaje en 20 (83.3%); voz nasal en 12 (50%); alteraciones en manos
en 16 (67%); las alteraciones endocrinoldgicas solo estuvieron presentes en 4 (16.7%) al

igual que otras alteraciones. (Tablas VI a XIII)

TABLA VI. CRANEOFACIAL

HALLAZGO SVCF (24) TF (17)

Cara alargada 1 24 100% | 8 471% |
Frente estrecha 24 100% 5 29.4%
Dientes pequefios 17 70.8% - -
Paladar alto 11 45.8% 2 11.8%
Comisura labial hacia abajo 14 58.3% - -
Filtrum corto 13 54.2% - -
Retrognatia 5 20.7% - -

TABLA VII. OJOS

HALLAZGO SVCF (24)

Epicanto 24 100%
Telecanto 24 100%
Fisuras estrechas 24 100%
Vasos retineanos tortuosos 1 4.2%
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TABLA VIII. NARIZ

HALLAZGO SVCF (24) TF (17)
Puente nasal prominente 24 100% 4 23.5%
Punta bulbosa 24 100% 1 5.9%
Narinas estrechas 9 37.5% - -

TABLA IX. PABELLONES AURICULARES

HALLAZGO

SVCF (24)

Lobulo pegado 2 8.3%

Pabellones pequefios 13 54.2%

Pabellones en retroposicion 10 41.7%

Hipoacusia 1 4.2%

TABLA X. CARDIOLOGICO
HALLAZGO SVCF (24) TF (17)

Clv 10 41.7% - -
CIA 4 16.6% - -
TF 5 20.7% 17 100%
Tronco arterioso 2 8.3% - -
PCA 3 12.5% - -
Atresia pulmonar 2 8.3% - -
Interrupcidn arco adrtico 2 8.3% - -
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TABLA XI. EXTREMIDADES

HALLAZGO SVCF (24)

Manos pequefias 14 58.3%
Sindactilia 1 4.2%
Polidactilia 1 4.2%

TABLA XII. ENDOCRINOLOGICO

HALLAZGO SVCF (24)

Hipocalcemia 3 12.5%
Hipotiroidismo 1 4.2%

TALBA XI11. OTRAS

HALLAZGO SVCF (24)

Dificultad para aprendizaje 17 70.8%
Retraso en el lenguaje 20 83.3%
Voz nasal 12 50%
Escoliosis 3 12.5%
Hernia inguinal 1 4.2%




De los 41 cariotipos y estudios por técnica de FISH 17 fueron de pacientes con TF, de éstos
se cuenta con 13 analisis por cariotipo convencional con bandas GTG normal, Unicamente 1
paciente presento la del22g11.2. Se realizaron 24 estudios en pacientes con diagndstico de
SVCEF de los cuales todos tuvieron cariotipo convencional con bandas GTG normal y de
estos 6 presentaron la del22g11.2. El estudio a los padres de los pacientes positivos para la

delecion se esta llevando a cabo. (Fig.13y Fig.14)

FIGURA 13. Estudio de cariotipo con técnica convencional de bandas GTG de uno de los pacientes con

caracteristicas clinicas de SVCF en que posteriormente se confirmo la del22q11.2 por la técnica de FISH.
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FIGURA 14. Paciente con diagnodstico de SVCF. Notese en las Fig.14a y 14b (vista frontal y lateral) la
apariencia facial distintiva con frente estrecha, raiz nasal prominente, punta nasal bulbosa, telecanto, filtrum
discretamente proyectado, retrognatia y dismorfia de pabellones auriculares. En la Fig. 14c (anélisis por
técnica de FISH normal: presentes las regiones en estudio y las controles) las sefiales verdes representan la
sonda de control en el cromosoma 22 y las sefiales rojas la sonda TUPLEI para la del22q11.2. Fig. 14d
Notese que uno de los cromosomas 22 muestra la sefial de color verde (control; flecha blanca) y no la sefal
roja (sonda para la del22q11.2; flecha amarilla). Por lo anterior, se concluye que el analisis por la técnica de

FISH en esta paciente fue positivo para la del22q11.2.
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X.- DISCUSION

El SVCF es conocido desde la década de los 50’s por las descripciones de Sedlackova y
desde 1993 tanto este sindrome como un espectro clinico de diversas entidades que

comparten algunas caracteristicas ha sido asociado a la del22q11.2

La region implicada ha sido asociada a CC del tipo de la TF, si bien las bases moleculares y
el patron de estas son complicadas por el hecho de que puede presentar un patron de
herencia multifactorial o mas adn, cuando consideramos que incluso aquellos casos en que
se consideraba una situacion aislada, a la revision intencionada se han hecho los

diagnosticos de entidades sindromicas, incluso del tipo de SVCF.

La del22g11.2 citogenéticamente puede afectar una region que va de 1.5 a 3 Mb, siendo
esta Gltima la reportada con mayor frecuencia en diferentes series y la que generalmente se
estudia en los pacientes con sospecha clinica de sindrome de del22qll. A su vez, esta
alteracion es la méas frecuentemente reportada estando presente en 1:4000 RNV. (Carlson
C, 1997; Scambler P, 2000; Yamagishi H. 2002) Consideremos ademas que la frecuencia
de la del22g11.2 es aun mayor en grupos de poblacion seleccionados por ejemplo en
aquellos con CC especificas o0 con sospecha diagnostica asociada que va en un espectro
clinico desde el SVCF al SDG.

En nuestro pais desde hace varios afios diferentes grupos médicos han realizado estudios
que incluyen el diagndstico por técnica de FISH en particular con la sonda TUPLE1
especificamente para la delecion de 3Mb. Sin embargo a la fecha no hay reportes sobre la
frecuencia encontrada en nuestra poblacion, esta aseveracion es complicada por el hecho de
que la mayoria de los grupos se encuentran en Instituciones de 3er nivel en diferentes
regiones del pais que por definicion son centros de concentracion por lo cual no puede
extrapolarse los resultados a toda la poblacion si no especificamente referirse a la poblacion

que atiende ese centro, como es el caso de nuestro Hospital.
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Las frecuencias reportadas en la literatura mundial para otros paises varian segun el
diagnostico clinico de los pacientes. En nuestro estudio se incluyeron los pacientes que
acudieron en un periodo de 2 afios 5 meses al HIMFG en quienes se hizo estudio por la
técnica de FISH con la sonda TUPLE1 para del22g11.2, se incluyeron finalmente 41
pacientes principalmente con los diagndsticos de TF o SVCF.

La relacion entre hombres y mujeres para ambas entidades fue practicamente similar con
41.7% de varones para SVCF y 53% para TF, lo que era de esperarse ya que el SVCF tiene

un patrén de herencia autosomico dominante.

Los estados de donde provenian los pacientes correspondieron principalmente a las
entidades en que esta situado el HIMFG (D.F.) y area metropolitana (Edo. de México), si
bien se conto con 16 casos (39.02%) de estados vecinos y del sur del pais, area de atencion
en general del HIMFG. Por las razones dadas de ser un Hospital de concentracion de 3er
nivel no puede concluirse que solo estas regiones presenten esta patologia. Si consideramos
que el promedio de consulta del Departamento de Genética es de 3500 consultas anuales
aproximadamente y que se identificaron 85 casos en dos afios, éstos corresponden en

promedio al 1.21% de las solicitudes de atencion sin embargo esto no es exacto.

Las edades de atencion fueron las mas frecuentes de 5 afios para SVCF y de 1 a4 afiosy 7
afios para TF, esto Ilama la atencion porque pareceria ser que los casos tanto de SVCF
como de TF no fueron en esta poblacidn tan severos como en reportados en otras series ya
gue no se busco atencion hasta que los pacientes fueron mayores y por ello se deduce que
no hubo sintomatologia o datos de alarma para los padres o no se sospecho el diagnostico

por los médicos tratantes que indujeran su referencia a un hospital de 3er nivel.

En relacion al diagnostico clinico los 24 pacientes con SVCF tuvieron fascies caracteristica
0 peculiar que fue uno de los pardmetros tomados en cuenta para el diagnéstico y
posteriormente su estudio citogenetico. De los pacientes estudiados no hubo datos en la

evaluacion o antecedentes que hicieran sospechar casos familiares.
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En los pardmetros para determinar una fascies caracteristica se tomaron en cuenta
diferentes variables, casi todos los pacientes con SVCF todos tuvieron una cara alargada,
frente estrecha y epicanto y telecanto con fisuras palpebrales estrechas y la raiz nasal
prominente con punta bulbosa. Las dismorfias a otros niveles fueron menos frecuentes por
ejemplo hubo manos pequefias (sin llegar a braquidactilia) en 14 pacientes (58.3%) las
cuales podrian considerarse como datos de apoyo para sospechar el diagnéstico. Solamente
un paciente fue reportado como con hipotiroidismo y otro con hipocalcemia, sin integrarse
un diagnoéstico de SDG. Setenta y uno por ciento de los pacientes con diagndstico de
SVCEF presentaron problemas en el aprendizaje y 83.3% tuvieron alteracion en el lenguaje,

ambas caracteristicas clinicas son de las principales manifestaciones presentes en el SVCF.

De los 17 pacientes con diagnostico de TF “aislada”, a la revision intencionada 8 casos
presentaron alguna dismorfia, en particular 3 de ellos tuvieron mas de una caracteristica
asociada sin completarse un diagndstico de SVCF. Es interesante que solamente 1 caso de
TF estuvo asociado a del22g11.2 y no fue ninguno de estos 3 casos. La literatura mundial
reporta que los casos de TF se asocian en 6 al 35%. En nuestra serie, si bien el nimero de
pacientes atendidos hasta la fecha es muy pequefio, el porcentaje es de 5.88% que seria
similar a lo reportado por (Momma K, 1999; Botto L, 2003)

La presentacion de CC llama la atencidn en particular porque la literatura mundial reporta
una frecuencia de hasta 85% de los casos de SVCF se asocian a CC. (Scambler P, 2000)
Debe considerarse también que existe un numero variable de pacientes en las diferentes
series reportadas algunas incluso menores que la nuestra en donde se contrasta este dato, si
bien nuestra muestra de pacientes con SVCF es relativamente pequefia, pareceria ser que en
nuestra poblacion las CC son un dato frecuentemente asociado a SVCF como era de

esperarse.

En relacion a los pacientes con SVCF de 24 analisis realizados, 6 fueron positivos para la
del22911.2 por FISH con la sonda TUPLEL. La proporcion de pacientes con SVCF y
del22g11 varia de 80 a 90% de los casos lo que contrasta con nuestra serie ya que en esta se
encontrd en 25% de los casos. (Goldmuntz E, 1997, Ben-Shachar S, 2008) Este dato es
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importante porque por una parte nos permite un diagnostico citogenético y por ende nos da
fundamentos para el asesoramiento genético, sin embargo no debemos perder de vista que
el SVCF puede ser causado por deleciones en esta region que la sonda TUPLEL no
detectaria y que ya que presentan el fenotipo clinico de sospecha deberia descartarse otra
region asociada con la sonda LSI N25 que cubre la region delecionada de 1.5 Mb. Ademas
se sabe que mutaciones en el gen TBX1 se asocian a la presentacion de la patologia y por

las caracteristicas de este estudio no podemos descartar.

Para continuar el asesoramiento genético de los pacientes, se tomard muestra a los padres
de los casos positivos a la delecion para determinar si se trata de un evento de novo o si se
trata como se ha descrito en la literatura de casos familiares, autosémicos dominantes con

un fenotipo leve por la variabilidad de expresion.

En resumen en este estudio se describe la experiencia hasta la fecha del Departamento de
Genética del HIMFG en el andlisis clinico y citogenética por la técnica de FISH con la
sonda TUPLE1 de pacientes con patologias asociadas a la del22g11.2. Se determind que en
un grupo de 24 pacientes de un Hospital de concentracion y de 3er nivel de atencion con
diagnostico clinico de SVCF, las caracteristicas distintivas y la CC estuvieron presentes en
100% de los casos y 25% de ellos se asocid por diagnostico citogenético por tecnica de
FISH a la del22q11.2. En cuanto al grupo de 17 pacientes con diagnéstico de TF “aislada”,
en 3 de ellos se encontraron dismorfias, y uno de ellos (5.88%) fue positivo para la delecion
22q11.2. En los pacientes con analisis por técnica de FISH con resultado negativo para la
delecion, no se descarta que otras regiones del cromosoma 22 pudiesen estar afectadas o
inclusive mutaciones en genes especificos, estas circunstancias fueron consideradas para

proporcionar asesoramiento genético a los pacientes.
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