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RESUMEN.

Antecedentes. El sindrome Velocardiofacial (SVCF) es causado
por la del22gl11.2, es el sindrome por microdelecion mas comun con
una incidencia de 1:2,000 - 4,000 RNV y de 1:3800 en poblacion
hispana. Presenta fenotipo variable que involucra alteraciones faciales,
cardioldgicas, endocrinologicas, inmunologicas, velofaringeas vy
psiquiatricas con mas de 180 datos clinicos reportados.

Planteamiento del problema. ¢;Cuéles son las caracteristicas
clinicas encontradas y la frecuencia de la microdeleciéon 22g11.2 en
pacientes con diagnostico clinico de SVCF en el HIMFG de junio de
2008 a febrero de 20107?.

Justificacion. Debido a su frecuencia y a la gran variabilidad
fenotipica es importante conocer las caracteristicas clinicas mas
frecuentes en nuestra poblacién para hacer una sospecha diagndstica y
ofrecer la confirmacién del diagnéstico por medio de FISH, asi como
otorgar un manejo integral y asesoramiento genético.

Objetivo general. Determinar las caracteristicas fenotipicas y la
frecuencia de la del22g11.2 en los pacientes con sospecha clinica de
SVCF atendidos en el HIMFG de junio de 2008 a mayo de 2010.

Objetivos especificos. 1.- Identificar las caracteristicas clinicas
més frecuentes de los pacientes del HIMFG con la del 22q11.2 2.-
Determinar la frecuencia de la del22q11.2 mediante el uso del andlisis
de FISH. 3.- Proporcionar asesoramiento genético y manejo integral.
Tipo de estudio: transversal y descriptivo.

Material y métodos. Muestra: se incluyé a todos los pacientes
con sospecha clinica de SVCF del HIMFG atendidos en los servicios de
Genética, Cardiologia, Endocrinologia, Foniatria. Se les realizé cariotipo
con técnica de bandas GTG y FISH con sonda TUPLEl para la
busqueda de la del22gl11.2. Se recabaron los datos clinicos en tablas
de concentracion para posteriormente determinar la frecuencia de los

mismos. Al grupo de padres de hijos con diagnéstico confirmado por




FISH también se les realiz6 cariotipo y FISH. El analisis estadistico se
realizo con prueba de X2 y prueba exacta de Fisher.

RESULTADOS. Analisis por FISH de 62 pacientes (28
Masculinos y 34 Femeninos): 27 fueron positivos para la delecion. Se
analiz6 a 23 padres, todos negativos para la del22gll.2. Se
encontraron 2 pacientes con cariotipo anormal por técnica de bandas
GTG: 46,XY,del(10)(p13) y 45,XX,der(12),t(12;22)(q24;q11),-22[100].

Los hallazgos clinicos que resultaron estadisticamente
significativos fueron: facies hipotonica, hiperrinofonia, nariz de punta
bulbosa, paladar hendido, Gvula bifida, hélix plegado, atresia o
estenosis pulmonar y retraso del lenguaje. Se reportaron 2 defunciones:
un paciente con interrupcion de arco aortico y choque cardiogénico y
otro con interrupcién de arco adrtico tipo B.

DISCUSION. La decisién para solicitar una prueba de FISH para
confirmar la del22q11.2 depende de la sospecha clinica. Si bien existen
ciertos hallazgos clinicos que pueden ser utilizados como indicadores,
ninguno si solo constituye la certeza diagnoéstica. Ha aumentado la
proporcién de pacientes positivos para la del22qll confirmados por
FISH, lo que podria deberse a una mayor sensibilizacion al diagndstico
clinico. No se ha detectado ningun caso familiar, probablemente debido
al tamafio de la muestra y la proporcién de pacientes analizados. Los
casos en que el diagnéstico clinico no fue confirmado por FISH
requerirdn de mayor estudio, probablemente de los genes de la region
entre otras técnicas por CGH-microarreglos. Lo anterior es de

relevancia en el asesoramiento genético de los pacientes y sus familias.



R INTRODUCCION.

El sindrome Velocardiofacial (SVCF) es el sindrome por
microdelecion mas comun en los seres humanos con una incidencia
variable segun la poblacién reportada de entre 1:2,000 - 7,000 RNV 1
y de 1:3,800 en poblacién hispana 3. Su fenotipo es muy variable e
involucra  alteraciones  faciales, velofaringeas, cardioldgicas,
endocrinolégicas, inmunolégicas, psiquiatricas, entre otras con mas de
180 datos clinicos reportados®. El SVCF es causado por la del22q11.2,
de novo en 90%° de los casos y sélo 10% corresponde a casos
familiares. En la actualidad algunos autores consideran que solamente
se puede establecer este diagnéstico cuando se demuestra la
del22g11.2, independientemente del fenotipo presente (Dr. R.

Shprintzen, comunicacién personal, 2010).

1.1 ASPECTOS HISTORICOS.

El SVCF fue descrito por primera vez en 1955 por la Dra. Eva
Sedlackova®, foniatra de Praga (actual Republica Checa) quién
describié la combinacién de voz hipernasal y disminucion de los
movimientos faciales. Atribuy6 lo anterior a un acortamiento del paladar
blando y a una alteracién de la innervacién que también afectaba la

musculatura facial’.

En 1968 el Dr. Robert Strong, cardi6logo pediatra, describié una
familia con cardiopatia congénita en donde la madre y sus tres hijos
estaban afectados con arco aortico derecho, retraso mental y dismorfias
faciales®, la revisién posterior de las fotografias publicadas demuestra

que estos casos pueden ser atribuidos al sindrome velocardiofacial®.




Posteriormente el Dr. Angelo DiGeorge, endocrindlogo pediatra
del Hospital St. Christopher’s en Filadelfia, EUA describié 3 nifios con
deficiencia inmunolégica congénita de células T e hipoplasia de
glandulas paratiroideas. Atribuy6 estos hallazgos a una alteracién en el

desarrollo del tercer y cuarto arcos branquiales®.

Cayler en 1967 describi6 pacientes con anomalias cono-
troncales y asimetria facial al llanto®. En Japén, en 1976, Kinouchi y
colaboradores, describieron la apariencia facial de los pacientes con
anormalidades cono-troncales o sindrome CTAFS por sus siglas en

inglés: Conotruncal anomaly face syndrome™®.

En 1978 el Dr. Robert J. Shprintzen describe 12 pacientes con
cardiopatia congénita, facies caracteristica, voz hipernasal, alteraciones
palatinas y problemas de aprendizaje. Y es precisamente él quien acufia

el término “Sindrome Velocardiofacial” ***.

En un esfuerzo por unificar el amplio espectro fenotipico
encontrado en la delecion 22q11.2, Wilson en 1993 propuso el acrénimo
CATCH22 del inglés conotruncal heart defect, abnormal face, T-cell
deficiency, clefting e hypocalcemia, como consecuencia de una
alteracion en el cromosoma 22 2. Sin embargo, este término no fue
aceptado ya que tiene una connotacion negativa referente a la novela
homonima de Heller describiendo una situacion en la que no es posible
realizar nada al respecto ***: y a la percepcion de que los padres de un
nifio afectado dificilmente estarian de acuerdo en que su hijo tiene una

facies anormal*®.

El primer reporte de una microdelecion intersticial 22g11.2 en el
SVCF fue hecho en 1992 por Scambler®. En ese mismo afio publicé un
analisis molecular para determinar la frecuencia de la monosomia
220911 en el Sindrome de DiGeorge, en donde se comprobd la delecion

en 33 de 35 pacientes estudiados™.




1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DEL SVCF.

La incidencia ha sido dificil de estimar teniendo un amplio rango
entre 1:2000 y 1:7000° entre otras causas, debido a las diferentes
presentaciones clinicas que los pacientes tienen al momento del
diagnostico. Lo anterior, ya que el SVCF es una alteracion en donde
muchos de los hallazgos clinicos no son aparentes o detectables al
momento del nacimiento ni durante la infancia temprana. Esta variacion
en el cuadro clinico en pacientes pediatricos y adultos trae como
consecuencia que sean diagnosticados tardiamente e incluso que sean

subdiagnosticados?.

También es posible que debido a las complicaciones por el tipo
de cardiopatia congénita y a la atenciébn primaria que reciban al
nacimiento, algunos pacientes con SVCF no sobrevivan al periodo
neonatal y por lo tanto la frecuencia varie. Se ha reportado que
pacientes con SVCF que tienen atresia pulmonar en asociacion con

|,l7

cardiopatia compleja no sobreviven el periodo neonatal,”" por lo que se

puede sospechar una discordancia entre prevalencia e incidencia.
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1.3 ASPECTOS CLINICOS.

El SVCF tiene un espectro fenotipico extremadamente variable.
Se han descrito mas de 180 caracteristicas clinicas diferentes®
incluyendo casi todos los 6rganos y sistemas, de las cuales ninguna se
ha reportado en el 100% de los casos y algunas tienen muy baja
frecuencia. La mayoria de los pacientes que se identifican en el periodo
neonatal es por el tipo de cardiopatia congénita que presentan (cono-
troncal), sin embargo, hasta 30% de los pacientes con SVCF no
presentan cardiopatia, y otros pueden tener anomalias cardiacas
silentes, como el arco adrtico derecho que no es detectado si no se

busca de forma intencionada?.

A continuacion se describen los 8 aspectos clinicos que con

mayor frecuencia presentan alteraciones en el SVCF.

1.3.1 Caracteristicas faciales:

La mayoria de los pacientes presentan facies alargada,
desplazamiento lateral del canto interno, fisuras palpebrales estrechas,
hipertelorismo, parpados gruesos, hipoplasia malar, nariz prominente o
bulbosa con raiz nasal cuadrada e hipoplasia de alas nasales. Boca
pequefia, filtrum corto, retrognatia, micrognatia y pabellones auriculares
de baja implantacion, dismorficos con fusién de hélix-antehélix. Con

menor frecuencia se encuentra asimetria facial®**.

La apariencia facial caracteristica es mas evidente durante la
infancia y puede en ocasiones no ser aparente en los recién nacidos o

adultos™ (Figura 1).
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Figura 1. Facies tipica en el SVCF.
Se observa facies hipotdnica, fisuras palpebrales estrechas, hipoplasia malar y nariz bulbosa?.



1.3.2 Alteraciones Velofaringeas:

Las malformaciones del paladar son muy comunes, las mas
frecuentes son el paladar hendido submucoso (PHS) y el paladar
hendido submucoso oculto (PHSO)>***°. Debido a que se requiere una
evaluacion especializada e implica procedimientos como la realizacion
de una nasolaringoscopia para la deteccidén de este tipo de alteraciones,
probablemente se ha subdiagnosticado la frecuencia del paladar

hendido, especialmente cuando se busca al nacimiento?.

Se ha identificado una frecuencia alta de asimetria palatina y
faringea en pacientes con SVCF, esta Ultima es descrita en la
valoracién endoscépica®®.  Otras alteraciones identificadas en la
exploracion faringea son las malformaciones vasculares como la ectopia
de arteria carétida interna que se puede encontrar muy superficial 222
y las arterias vertebrales tortuosas® . Esta situacion se ha relacionado a
su vez con un mayor riesgo durante la cirugia correctiva de paladar,
aunque es un punto controversial debido a que algunos cirujanos
consideran que si se puede ver el latido carotideo durante el
procedimiento, puede evitarse un acercamiento que ponga en riesgo

esa region (Dr. R. Shprintzen, comunicacién personal, 2010).

Asi mismo se han reportado alteraciones en la musculatura de la
faringe que estan en relacién con el tamafio y la distribucién de las
fibras musculares®. La interaccion de los factores mencionados se
relaciona con la presencia de la insuficiencia velofaringea caracteristica
de este sindrome que se puede manifestar como alteraciones del

lenguaje y dificultad para la alimentacion®.
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1.3.3 Alteraciones cardiovasculares.

Aproximadamente 70% de los pacientes con SVCF tienen una
cardiopatia congénita. Las cardiopatia se caracterizan por ser defectos
cono-troncales o del arco adrtico, como por ejemplo tetralogia de Fallot
(en ~30% de los casos)**% arco adrtico derecho o cervical,
interrupcion de arco aortico tipo B (~15%), defecto septal ventricular

(~15%) y persistencia de tronco arterioso (~10%).

El 10% de los casos presenta otras alteraciones* como son:
arterias subclavias aberrantes, arterias pulmonares discontinuas,
hipoplasicas, estendticas o con defectos en la arborizacidon, aneurisma

disecante de la arteria pulmonar 2%

, septum infundibular desalineado,
hipoplasico o ausente, valvula semilunar bicuspide, displasica,
insuficiente o estenética®. La cardiopatia mas frecuente en el SVCF (al
igual que ocurre en la poblaciébn general) es la comunicacion
interventricular (CIV), sin embargo, de los pacientes con CIV es una

baja proporcion los que presentan SVCF.

Los pacientes con SVCF comprenden un alto porcentaje de los
pacientes con malformaciones cardiacas cono-troncales e incluyen a
mas de la mitad de los pacientes con interrupcién de arco aértico tipo B
y casi a la mitad de los casos de tronco arterioso, ademas de un tercio
de las CIV por desalineacién y mas de 15% de los pacientes con

tetralogfa de Fallot %%,

Ha sido confirmado que la presencia de este tipo de cardiopatia

en el SVCF se debe a la haploinsuficiencia del gen TBX1 localizado en

la regién 22q11.2 332,
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1.3.4 Alteraciones endocrinoldgicas.

Las alteraciones hormonales son comunes en el SVCF y si bien
el hipoparatiroidismo fue la primera alteracion endocrinologica descrita
en el sindrome DiGeorge, también se han reportado deficiencia de

hormona de crecimiento, hipotiroidismo e hipertiroidismo®3*.

La funcién paratiroidea anormal en el sindrome de DiGeorge
puede variar desde una hipocalcemia grave neonatal a una insuficiencia
de hormona paratiroidea subclinica manifestada ante un estimulo

desencadenante *.

En el sindrome de DiGeorge de presentacion
completa se describe ausencia de paratiroides sin funcion de linfocitos
T, a diferencia del tipo parcial en donde puede existir funcion de células
T, esto como consecuencia de una malformacion, hipoplasia o

alteracion en el descenso del timo y glandulas paratiroides®°.

La hipocalcemia es considerada un dato cardinal del sindrome,
se ha reportado con prevalencias diferentes dependiendo de los
criterios de seleccién de los pacientes. En una serie de 158 pacientes
con del22qll1l.2 confirmada se detectd que 77 (49%) presentaban
hipocalcemia® y en otro grupo europeo de 340 pacientes, 203 (60%) la
presentaron, de los cuales 39% tuvo crisis convulsivas y 70%

hipocalcemias transitorias®”.

El hipoparatiroidismo puede ser desencadenado por periodos de
aumento en la demanda del metabolismo como puede ser una cirugia
cardiopulmonar, enfermedad aguda o durante la adolescencia o adultez.
La hipocalcemia en los nifios con del22q11.2 se debe invariablemente al
hipoparatiroidismo como fue originalmente descrito por DiGeorge en
1965 y ha sido documentado como aplasia e hipoplasia de las glandulas

paratiroides durante cirugias o autopsias>*.

Las alteraciones en el crecimiento se detectaron en el sindrome

desde 1980, cuando Young y colaboradores reportaron talla baja en 11
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de 27 pacientes (41%)%*, posteriormente Shprintzen reporté talla por

debajo de la percentila 3 en 15 de 39 pacientes analizados (39%) 8.

En el Hospital Infantil de Filadelfia, 39 de 95 nifios (41%) con
del22g11.2 presentaron talla por debajo de la percentila 5y 4 de ellos
tenian talla baja extrema. En todos se encontré deficiencia de hormona
del crecimiento, los niveles de IGF1-like y la proteina 3 de unién a IGF1-
like se encontraron por debajo de lo establecido por edad y género. Las
pruebas de estimulacion de la hipofisis con arginina, clonidina y L-dopa
demostraron que la respuesta maxima de la hormona de crecimiento

estaba por debajo de lo normal®

. Dos de estos cuatro pacientes
mostraron alteraciones anatoémicas en la resonancia magnética de
cerebro, como hipoplasia anterior de hipdfisis e insercién infundibular
anormal con ectopia de hipdfisis posterior. Las alteraciones cerebrales
en el SVCF habian sido descritas anteriormente, pero no involucraban a

la glandula hip6fisis™.

Las alteraciones de la tiroides han sido reportadas en forma
esporadica en estos pacientes, Driscoll encontré hipotiroidismo en 1 de
15 pacientes con SVCF (7%) y Wilson lo reportd en 2 de 44 (5%). En el
estudio colaborativo de Europa se detect6 en 4 de 548 pacientes (0.7%)

con delecion 22q11.2%43"

y Goldberg documentd hipotiroidismo primario
en 1 de 120 pacientes (0.8%). El hipotiroidismo primario levemente

compensado se ha visto en pacientes adolescentes>*.

Otras alteraciones reportadas son retraso en la velocidad de
crecimiento, persistencia de la forma fetal del cartilago tiroideo, traquea
corta con disminucion del namero de anillos cartilaginosos, asi como

tetania hipocalcémica en el recién nacido®.

El conocimiento en la prevalencia de las alteraciones hormonales
es importante no solo para el asesoramiento genético, sino también

para proporcionar un cuidado 6éptimo a los pacientes.
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1.3.5 Alteraciones del lenguaje.

Las variaciones en el lenguaje son muy frecuentes,
aproximadamente 75% presenta voz hiperrinofénica y un alto porcentaje

muestra alteraciones de articulacién graves®.

El establecimiento del lenguaje se encuentra retrasado
levemente. En la evaluacion de la funcién faringea el paciente debe
repetir palabras o frases estandarizadas, por lo que la cooperaciéon del
paciente es esencial. Debido al retraso del desarrollo y a los problemas
de comportamiento es dificil realizar esta evaluacion antes de los 5 afios
de edad™.

En los pacientes con voz hipernasal leve es necesario iniciar
terapia del lenguaje inmediatamente para mejorar la funcion del velo
palatino. Se pueden utilizar ejercicios de la corriente de aire nasales u
orales o ejercicios del paladar como soplar. En los casos de disfuncion
velofaringea con resonancia hipernasal moderada o grave con escape

nasal se debe utilizar faringoplastia®.

1.3.6 Alteraciones psiquiatricas y del aprendizaje.

Los pacientes con SVCF pueden presentar déficit del
razonamiento matematico, retraso mental, alteraciones psiquiatricas
como déficit de atencidén, hiperactividad, trastorno de ansiedad
generalizada, depresion, trastorno paranoide y esquizofrenia, entre

otros *.

La presencia de psicosis es 25 veces mayor que en la
poblacién general® y la presencia de esquizofrenia se ha estimado en 2-

5%*.

Si bien, tienen dificultad considerable para las matematicas
presentan un desarrollo relativamente normal para la lectura. La
dificultad para entender y representar cantidades numeéricas

posiblemente esté relacionada con una atencidn viso-espacial pobre
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gue puede estar asociada a las alteraciones de la corteza parietal

inferior *°.

El primer reporte de alteraciones psiquiatricas en SVCF fue en
1992** y coincidi6 con el hallazgo de la del22q11.2. Este hecho
establecio un interés especial para la busqueda de genes relacionados
con entidades psiquiatricas en la regién deletada, incluyendo a COMT el
cual codifica a la catecol-O-metiltransferasa, enzima responsable de la

degradacion de catecolaminas, como la dopamina y la epinefrina.*

También se han realizado estudios enfocados a la estructura y
funcién del cerebro de los pacientes con SVCF, en los que se ha
reportado reduccion en el volumen de las sustancias gris y blanca,
caracteristicas anormales del cuerpo calloso, la amigdala, el nucleo

caudado y la region temporo-parietal.**#*°

1.3.7 Otras manifestaciones clinicas asociadas.

Los problemas en la alimentacion también son comunes en el
SVCF, éstos pueden ser por multiples alteraciones como hipotonia,
cardiopatia congénita, alteraciones enddcrinas, obstruccién de la via

aérea secundaria a retrognatia o disminucioén del tono muscular.

Las alteraciones oftalmolégicas reportadas incluyen vasos
retinianos tortuosos, disco Optico pequefio, embriotoxén, catarata,
coloboma y microftalmos unilateral®.

La hipoacusia que se presenta en estos pacientes en la mayoria
de los casos es de tipo conductivo y esta relacionada con otitis media
cronica. Sin embargo, 15% de los pacientes con del22g11.2 tiene algun
grado de hipoacusia neurosensorial, de éstas la mayoria son leves y

unilaterales®.
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Las alteraciones inmunologicas son comunes y usualmente se
manifiestan como infecciones frecuentes durante los primeros cuatro
afios de vida, particularmente del aparato respiratorio. Las infecciones
cronicas de oido medio se presentan en 75% de los individuos
afectados y como ya se menciond pueden tener secuelas como la

hipoacusia conductiva. También se puede presentar deficiencia de IgM
50

En el SVCF, también se han reportado caracteristicas como:
microcefalia, paresia facial unilateral, secuencia Robin, hipoacusia
neurosensorial, disfuncion del nervio glosofaringeo, cuello corto,
hipotonia faringea, debilidad de la cintura escapular **, broncoespasmo,

52-53

agenesia pulmonar>™°, hernia umbilical, hernia inguinal, escoliosis,

dedos delgados o estrechos, polidactilia®* e hipospadias.

1.3.8 Manifestaciones radiolégicas.

En la radiografia de térax se identifica la ausencia de la silueta
del timo desde la primera semana de vida. Dentro de las
malformaciones cardiovasculares se pueden diagnosticar defecto septal
ventricular con o sin arco aodrtico derecho, tetralogia de Fallot, hipoplasia
de arterias pulmonares, crecimiento, tortuosidad y desplazamiento

medial de carétidas internas, entre otras™.

A nivel de craneo y sistema nervioso central puede haber
platibasia, occipitalizacion de C1, fosa posterior pequefia, quiste
adyacente al asta anterior, signos de hiperintensidad focal en la
sustancia blanca, puente y vérmix pequefios®, paquigiria®®,

5758 alteracion de la sustancia blanca®®, malformacion de

61
1>

polimicrogiria

Arnold Chiari tipo 1%°. Asi como displasia espondiloepifisia
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Existen también alteraciones como fistula traqueoesofagica
atresia esofagica, alteraciones diafragmaticas, hipoplasia pulmonar,
malrotacion intestinal, hidronefrosis, y ano imperforado. A nivel vertebral
se describe disminucion en los centros de osificacion del hueso hioides
y alteraciones vertebrales, especialmente defectos en la linea media de

C1, alteraciones posteriores en C2 y fusién de C2 y C3%.

En el diagndstico prenatal con ultrasonido se puede detectar

aumento de la translucencia nucal &

64-65

y malformaciones cardiacas como

la tetralogia de Fallot
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1.4 ASPECTOS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO.

Las estructuras primariamente afectadas en el SVCF derivan de
la tercera y cuarta bolsas faringeas, que a su vez derivan de las células
de la cresta neural. Esta sélo existe en el desarrollo embrionario
temprano, lo que sugiere una haploinsuficiencia de los genes
localizados en la region 22qll1.2, y expresados en las primeras

semanas de gestacion*.

El aparato faringeo es un sistema de estructuras embrionarias
gue participan en la formacién de la cabeza y el cuello durante el
periodo embrionario. Esta compuesto por arcos faringeos, bolsas

faringeas, surcos faringeos y membranas faringeas®®.

Los arcos faringeos inician su desarrollo a comienzos de la
cuarta semana a partir de las células de la cresta neural que migran
hacia las futuras regiones de la cabeza y el cuello. Son estructuras
simétricas bilaterales que se desarrollan en forma segmentaria a lo
largo del eje antero-posterior. Cada arco esta constituido por un nudcleo
de mesénquima, recubierto por ectodermo en la parte externa y

endodermo en la cara interna®’ (Figura 2).

El mesodermo origina los musculos faciales y del cuello, mientras
gue el mesénquima derivado de la cresta neural da origen a estructuras
esqueléticas de la cara y del sistema cardiovascular®’. Ademas de estar
llenos de mesénquima, cada arco tiene una arteria principal (arco
aortico) y un par craneal. Cada uno también tiene un cordén central de
mesénquina cartilaginoso, que dard lugar a derivados esqueléticos

adultos especificos®’.
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Figura 2. a) Complejo de arcos y bolsas faringeas (aparato faringeo). Las tres capas
blastodérmicas forman parte del aparato faringeo. b) Cada arco faringeo tiene un
recubrimiento externo de ectodermo (verde), un recubrimiento interno de endodermo
(azul) y entre éstos se encuentra un centro de ectomesénquima de cresta neural (rojo).
Modificada de Linsay 2001°,



El primer arco branquial (mandibular) contribuye a la formacion
de las estructuras de la cara y del oido. El cartilago de Meckel (su
cordon cartilaginoso central), es un componente importante de la
mandibula embrionaria, hasta que es rodeado por hueso
intramembranoso y da lugar a la mandibula definitiva. La musculatura
del primer arco se relaciona con la masticacion, la faringe y el oido
medio. Una caracteristica que comparten estos muasculos es su

inervacion por el trigémino (par V).

El segundo arco branquial (hioideo) también forma una cadena
de estructuras esqueléticas desde el cuerpo del hueso hioides hasta el
estribo del oido medio. La gran mayoria del mesodermo migra a la cara
para formar los musculos de la expresién facial, también da lugar a la
formacion del musculo estapedio asociado con el estribo. Estos

musculos del segundo arco estan inervados por el nervio facial (par VII).

El tercer arco branquial da lugar a las estructuras relacionadas
con el hueso hioides y la porcion superior de la faringe. El esqueleto del
tercer arco se convierte en el cuerno mayor del hueso hioides. El
derivado muscular (estilofaringeo) esta inervado por el nervio

glosofaringeo (par 1X)%.

El cuarto arco da origen a ciertos musculos (cricotiroideo,
elevador del velo del paladar, constrictores de la faringe, muasculos
intrinsecos de la laringe y musculos estriados del eséfago) y cartilagos
de la laringe (tiroides, cricoides, aritenoides, corniculado y cuneiforme) y
la parte inferior de la faringe. Los musculos estan inervados por el vago
(par X), también se prolonga hacia las cavidades toracica y abdominal.
®7 (Cuadro 1).
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aseteros

Micelohiocideo Temporales
Iarco Miisculos masticadores Pterigoideos
Inervacion V par| Miisculo tensor del martillo eriestafilinos

Wientre anterior del digastrico

—

Kizsorios e la boca
YWientre posterior del digastrico | Orbiculares
IT arco Miisculos de expresion facial ) Bucanadores |De los ojos
Inervacion VII par | Misculos del estribo Elevadores de a nariz
Misculos estilohicideo Borla del mentén. ete.
Intrinsecos

Parte superior de los misculo faringeos
IIT arco Constrictores
Inervacion I par | Misculo estilofaringeo

[ Elevador del velo del paladar
FParte superior de los miisculos laringeos —— = cricotiroideo

IV arco -
Inervacion X par ntrinsecos
rama laringea superior | Parte inferior de los miisculos faringeos Constrictores

Cuadro 1. Derivados de arcos faringeos. Modificado de Carlson 2009°%’.



Las primeras bolsas faringeas tienen una participacion
importante en el desarrollo del oido. EI extremo de cada bolsa crece
hasta convertirse en el antro timpanico del oido medio y el resto se
convierte en trompa de Eustaquio. Las segundas bolsas faringeas

propiamente dichas estan presentes sélo en la fosa supratonsilar®®.

Las terceras bolsas faringeas son una estructura mas compleja.
Hacia la quinta semana de gestacion, pueden reconocerse en el
endodermo de la masa sélida dorsal unas células identificables como
tejido paratiroideo. La elongaciéon ventral de la tercera bolsa se
diferencia en la porcién epitelial del timo. Los primordios del timo y de
las glandulas paratiroides pierden su conexion con la tercera bolsa
faringea y migran en direccién caudal a partir de su lugar de origen. En
la linea media se adosan a la glandula tiroides y sobrepasan los
primordios paratiroideos de la cuarta bolsa para formar las glandulas

paratiroides inferiores®®.

En las cuartas bolsas faringeas, hacia la sexta semana, cada
porcién dorsal se desarrolla hacia una glandula paratiroides superior
gue llega a situarse en la superficie dorsal de la glandula tiroides.
Durante el periodo embrionario se diferencian las células principales y
se piensa que se tornan activas en la regulacion del metabolismo del
calcio fetal. Las células oxifilas se diferencian 5 a 7 afios después del
nacimiento. La porcion ventral de cada cuarta bolsa se desarrolla hacia
un cuerpo ultimo branquial, éste se fusiona con la glandula tiroides y
después se difumina dentro de ella para originar las células
parafoliculares o células C productoras de calcitonina de la glandula
tiroides® (Cuadro 2).
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I Caja timpanica
Conducto faringotimpanico (trompa de Eustaquio)

" ---> Fosetas y criptas de las amigdalas platinas
I" Parte ventral ---> Timo lll = Timo -2 arrastrado por el pericardio
Parte dorsal ---> Paratiroides lll -2 Inferiores

Parte ventral -> Timo IV -2 Se incorpora a la tiroides y forma una parte del
|V tejido tiroideo
Parte dorsal - Paratiroides IV - Superiores, son retenidas por la tiroides

V --—> Cuerpos postbranquiales o ultimobranquiales - Se incorpora a la tiroides y
forman parte del tejido tiroideo

Tiroides --> Deriva del piso de la faringe, entre |l y Il arcos branquiales

Cuadro 1. Bolsas faringeas. Modificado de Carlson 2009°”.



1.5 BASES CITOGENETICAS Y MOLECULARES.

Los estudios citogenéticos han proporcionado informacion acerca
de la pérdida y ganancia de segmentos cromosémicos que pueden ser
originadas por alteraciones en los eventos de recombinacion. En la
actualidad se ha puesto mayor atencion en la caracterizacion de las
variaciones en el genoma, las cuales caen en un rango que va desde
solo un nucledtido hasta cambios cromosomicos visibles

microscépicamente (alteraciones <5Mb)"°.

Estudios recientes se enfocan en identificar cambios en el
namero de copias en el genoma, los cuales ocurren en individuos
sanos. Estas variaciones en el numero de copias (CNV, por sus siglas
en inglés) incluyen inserciones y deleciones. Las inserciones o
deleciones de >1kb contribuyen en la diversificacion del genoma
humano lo cual ha llamado la atencién en relacion a la etiologia de las
enfermedades de origen genético. Tal es el caso de segmentos
duplicados, en numero bajo de copias (LCR, o low-copy repeats) que
tienen una homologia alta y que constituyen aproximadamente 5% del

genoma’’.

En el genoma humano se han encontrado regiones
cromosOmicas caracterizadas por la presencia de segmentos
especificos duplicados (Figura 3). Estos segmentos duplicados
presentan un nivel alto de secuencias idénticas, hasta 98%,
predisponiendo a estas regiones para la recombinacion homéloga no
alélica, lo que puede resultar en deleciones, duplicaciones e

inversiones, que provocan desérdenes genémicos’”.
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Figura 3. Rearreglos cromosémicos mediados por duplicaciones
segmentales. Los segmentos duplicados que se muestran en color verde
indican regiones que se han identificado como responsables de los rearreglos
cromosémicos recurrentes, mientras que los cuadros amarillos indican copias
que estan involucradas con menor frecuencia en rearreglos cromosomicos.
Modificado de Emanuel y colaboradores 2007"°.

En el mecanismo que ocasiona estos rearreglos cromosémicos,
intervienen secuencias homologas (LCR) que usualmente van de 10 a
400 kb. El analisis de los rearreglos reveld que la alineacion incorrecta
de LCR homdlogos no alélicos durante la recombinacién depende de las
caracteristicas de la arquitectura del genoma. Estas caracteristicas
incluyen el tamafo del repetido, el grado de homologia, la distancia
entre los LCR y la orientacion de uno respecto al otro. Puede ser que el
tamanfo influya mas que el grado de homologia en la interaccion inicial.
Las recombinaciones pueden ocurrir en forma intercromosomica,

intracromosémica e intracromatide’* (Figura 4).

28



>

OO W

g
D

B C

ac
— —
a
A b A b
c
Xd d d

Figura 4. Representacion esquemética de rearreglos gendémicos por recombinacién
homoéloga no alélica basada en la alineaciéon entre repetidos en bajo nimero de copias
(LCR/NAHR). Los cromosomas se muestran en negro, las flechas amarillas representan
LCR. La figura describe los LCR de forma horizontal acorde a la orientacién y estructura.
Los rearreglos cromosémicos y los productos predecibles son descritos por los
mecanismos: intercromosoémicos (A); intracromosémicos (B); e intracrométidas (C).
Modificada de Stankiewicz 2002™.
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Las alteraciones descritas originan sindromes clinicos, los que
estan relacionados con la pérdida o ganancia de una regién debido a la
dosis de los genes contenidos en el intervalo cromosomico (Figura 2).
Un ejemplo de ello son las alteraciones del cromosoma 22, en él
pueden existir deleciones como en el SVCF, duplicaciones como en el
sindrome de cat eye y translocaciones recurrentes como la t(11;22) con
el der(22) en el sindrome de Emanuel” (Figura 5).
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Figura 5. Ideograma y cariotipo parcial de anormalidades del cromosoma 22. La
del22g11.2 esta indicada por la flecha, asociada con el SVCF y SDG. La inv dup(22) es
asociada con el sindrome de Cat eye y el +der(22)t(11;22) un derivativo 22 que es
generado por la translocacion entre los cromosomas 11 y 22. Modificado de Emanuel y
colaboradores 2007,

Los sindromes por microdelecién son alteraciones genomicas
que se conocen también como “sindromes de genes contiguos” debido
a que la pérdida del segmento cromosémico contiene multiples genes y
su expresion en el fenotipo es derivado de la suma de alteraciones
ocasionada por la haploinsuficiencia de los genes involucrados y no de

un solo gen°.

Dentro de las alteraciones gendomicas y sindromes por
microdelecion, se encuentran la del22ql11.2 la cual esta presente en el
SVCF. La del22q11.2 es el sindrome por microdelecion mas frecuente,
el 85-90% de los pacientes tienen una delecion de 3Mb, conteniendo
aproximadamente 40 genes?, asimismo existe una delecién de 1.5Mb
gue es la segunda en frecuencia y los demas tipos dependen del sitio

de recombinacion (Figura 6).
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Figura 6. Representacién esquematica de la region 22g11.2, muestra la localizacién de
los LCR22 y la mayoria de los puntos de ruptura en deleciones y duplicaciones de
sindromes 22q11.2. Modificada de Portnoi 2009,

Actualmente se ha establecido que 100% de los individuos con
diagnéstico de SVCF presentan la microdelecién 22q11.2 #*. El tamafio
de la delecion es variable de un individuo a otro. En 90% de los
afectados se encuentra una delecion de 3 Mb con puntos de ruptura
idénticos. Aproximadamente 8% de los casos tienen una delecion de 1.5
Mb con el mismo punto de ruptura proximal y 2% deleciones mas

pequefias®**.

Generalmente las deleciones surgen espontaneamente debido a
una inestabilidad conferida por las secuencias especificas (LCR) del
cromosoma 22. Un total de 8 LCR fueron identificadas en 22ql1, pero
sé6lo cuatro estan involucradas en la region tipicamente deletada. Estas
se denominan LCR-A, -B,-C, y -D"*

Los LCR-A y —D que corresponden a los extremos de la delecion
de 3Mb (Figura 7), son los mas largos en tamafio y los que comparten
mayor similitud, ya que poseen 97-98% de secuencias idénticas. El
LCR-A tiene una longitud de ~350kb, LCR-B de ~135 Kb, y LCR-D
~250 Kb, el LCR-C es el mas corto.
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Figura 7. Diagrama de la posicién de los LCR (-A, -B, -C, y -D) en la regién de 3Mb delimitada
por los marcadores D22S427-D22S801. LCR-A se encuentra entre los marcadores D22S427y
D22S36; LCR-B entre D22S788 y ZNF74; LCR-C entre KI384 y HCF2, y LCR-D entre
D22S936 y D22S801".

En las deleciones de 3 Mb hay mas de 30 genes involucrados y
en las de 1.5 Mb més de 25 genes. Sin embargo, hasta el momento no
se ha confirmado alguna correlacion entre el fenotipo y el genotipo en
relacion al tamafio de la delecion identificada, ya que la variabilidad se

presenta también en casos familiares (Figura 8).
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Figura 8. Genes comunmente deletados en la regién del cromosoma 22.
Modificada de Kobrynski y colaboradores 2007

32



Se han propuesto varios genes candidatos para el SVCF
basandose en su localizacion en la regidbn o a la expresion en los
organos afectados. Sin embargo, no es posible atribuir las
caracteristicas o el espectro fenotipico a alteraciones de un solo gen
sino a la contribucién o a la relacion aditiva de varios genes, que dan
origen al sindrome®. Algunos de los genes candidatos se describen a

continuacion.

Se han utilizado diversos modelos animales para dilucidar la
funcién de los genes de la region critica. HIRA codifica para el ortélogo
de las proteinas de la levadura Hirlp y Hir2p, que son correpresores de
la regulacién de genes de histonas dependientes de ciclo celular y son
expresados en los tejidos derivados de la cresta neural. La atenuacion
de Hira en las células de cresta neural de los embriones de pollo resulta

en un aumento en la incidencia de PCA"°.

UFDI1L es el ortélogo de la levadura de un gen altamente
conservado involucrado en la degradacién de proteinas mediada por
ubiquitinas; también es altamente expresado en los arcos faringeos, en
la cabeza y en las extremidades tanto de embriones de pollo como de
ratdn. La atenuacion de Ufd1ll en células de la cresta neural de pollo

lleva a un aumento en la incidencia de defectos del septo cardiaco’®.

Crkol (en humanos CRKL) codifica para una proteina adaptadora
SH2-SH3-SH3 involucrada en la respuesta a factores de crecimiento y
en la sefializacion de adhesién focal, la cual se expresa en células de la
cresta neural durante el desarrollo. Los ratones homocigotos nulos para
Crkol mueren durante el periodo embrionario y desarrollan un fenotipo
similar al sindrome por del22g11, incluyendo defectos del arco adrtico y
cono-troncales, alteraciones craneofaciales y de timo; lo que sugiere la
contribucion de CRKL en el fenotipo del sindrome. Sin embargo, los
ratones heterocigotos con mutaciones en Crkol son viables y normales,
lo que indica que dicho gen no muestra haploinsuficiencia, al menos en

el raton’’.
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COMT codifica para catecol-O-metiltransfererasa y PRODH para
una deshidrogenasa de prolina, ambos genes estan potencialmente
implicados en el fenotipo psiquiatrico y del comportamiento del
sindrome. Los ratones con mutaciones en Comt muestran alteraciones
en el comportamiento emocional. Los mutantes para Prodh tienen una
deficiencia en los canales sensorimotores, que llama la atencion por
enfocarse en un estimulo dado y estd afectado en algunos pacientes

con trastornos psiquiatricos’® ",

TBX1 pertenece a la familia de factores de transcripcion T-box,
los miembros de esta familia estan implicados en el desarrollo del
mesodermo y endodermo, en el desarrollo del corazén y en la
morfogénesis de las extremidades. Jerome y Pappaioannou reportaron
el fenotipo de ratones homocigotos y heterocigotos para mutaciones en
Tbx1. Los homocigotos morian en el periodo perinatal y mostraban
caracteristicas compatibles con el sindrome por delecion 22q11l como
defectos cono-troncales, dismorfias faciales, paladar hendido e
hipoplasia de timo y paratiroides. Los heterocigotos so6lo presentaban
alteraciones del arco adrtico y aunque no mostraban todo el fenotipo,
los resultados muestran que TBX1 es determinante en el fenotipo del
SVCF®,
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢ Cudles son las caracteristicas clinicas encontradas y cuél es la
frecuencia de la microdelecion 22ql11.2 en pacientes con diagnostico
clinico de SVCF atendidos en el Hospital Infantil de México Federico
GoOmez de junio de 2008 a febrero de 20107?.
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. JUSTIFICACION.

El SVCF es el mas frecuente de los sindromes por microdelecion,
tiene una incidencia de 1:2,000 a 4,000 RNV a nivel mundial y de
1:3,800 RNV reportado en poblacion hispana. Presenta una gran

variabilidad fenotipica.

No existen a la fecha publicaciones de series de pacientes
mexicanos con diagndstico clinico y citogenético molecular de SVCF. Es
importante conocer las caracteristicas clinicas mas frecuentes en
nuestra poblacién para realizar la sospecha clinica de SVCF vy

proporcionar atencion multidisciplinaria.

Este conocimiento contribuird a la mejora en el diagnéstico de
certeza y al manejo y tratamiento multidisciplinario, asi como para

proporcionar asesoramiento genetico.
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IV. OBJETIVOS.

IV.1 GENERAL.

Determinar las caracteristicas fenotipicas y la frecuencia de la
microdelecion 22g11.2 en los pacientes con sospecha clinica de SVCF
atendidos en el Hospital Infantil de México Federico Gomez de junio de
2008 a mayo de 2010.

IV.2 ESPECIFICOS.

1.- Identificar las caracteristicas clinicas mas frecuentes de los
pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gomez con fenotipo

clinico de SVCF con y sin microdelecién 22g11.2 determinada por FISH.

2.- Determinar la frecuencia de la microdelecién 22g11.2 en
pacientes con fenotipo clinico de SVCF mediante el andlisis citogenético

molecular.

3.- Proporcionar asesoramiento genético y manejo integral a

todos los pacientes identificados con fenotipo clinico de SVFC.
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V. MATERIAL Y METODOS.

V.1 Universo de estudio.

Todos los pacientes con sospecha clinica de SVCF que
acudieron al Hospital Infantil de México Federico Gomez, atendidos en
los servicios de Genética, Audiologia y Foniatria, Cardiologia,

Endocrinologia y Psiquiatria de junio 2008 a mayo de 2010.

V.2 Procedimiento de estudio.

Una vez que fue establecida la sospecha clinica de SVCF en un
paciente por alguno de los especialistas de los Departamentos clinicos
mencionados, se realizé historia clinica y evaluacion multidisciplinaria

de acuerdo a los requerimientos del caso.

A partir de mayo de 2009 los pacientes fueron evaluados en la
Clinica Multidisciplinaria 22g11.2 y se registraron las caracteristicas

clinicas en una hoja de concentracién de datos.

La hoja de recoleccibn de datos clinicos cuenta con 124
caracteristicas fenotipicas agrupadas por aparatos y sistemas que por
consenso con los servicios de Genética, Cardiologia, Endocrinologia,
Foniatria y Psiquiatria fueron consideradas las mas frecuentemente

diagnosticadas en los pacientes.

Los datos de los pacientes atendidos antes del establecimiento
de la clinica y del uso de la hoja de concentracion de datos, fueron

obtenidos del expediente clinico.
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El Departamento de Genética realizo historia clinica y evaluacion
familiar y descartd diagnosticos clinicos diferenciales. Previa

autorizacion de los padres, se tom0 fotografias clinicas a los pacientes.

Previo consentimiento informado, se tom6é muestra de sangre
periférica para realizar cariotipo con técnica de bandas GTG con
resolucién de 450 bandas y andlisis de FISH con la sonda TUPPLEI
(Vysis ®) en donde se revisaron de 25 a 50 metafases y 50 nucleos en
interfase. (ANEXO 1: Técnica de cariotipo bandas GTG y técnica de
FISH) (Figura 9).

En los casos en que fue positiva la delecion se ofrecié estudio
familiar a los padres para descartar el mismo diagndstico u otro
rearreglo cromosomico asociado a la del22g11.2. La del22qll1.2 fue

determinada como positiva 0 negativa (presente o ausente).
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Figura 9. Hibridacion in situ fluorescente (FISH). Las sefiales en rojo corresponden a la region 22911.2 y las sefiales
en verde a la regién 22q13 que se utiliza como control. A. FISH de un paciente con delecién 22q11.2, en uno de los
cromosomas 22 se observa solo una sefial (flecha). B. Individuo normal en cual se observan las dos sefales en ambos
cromosomas 22 (flechas punteadas). (Imagenes proporcionadas por la Dra. Rocio Sanchez Urbina, Departamento de

Genética, HIMFG).



V.3 Analisis estadistico.

Los datos clinicos de las hojas de concentracion de datos
(ANEXO 2) fueron agrupados por aparatos y sistemas. Las
caracteristicas clinicas de los pacientes fueron analizadas de dos
maneras: las encontradas en los pacientes del universo de estudio (que
corresponderia a todos los pacientes con diagnostico clinico de SVCF),
separadas en 2 grupos, el de pacientes positivos para la deleciéon y el

de pacientes con FISH negativo.

Posteriormente se compararon las frecuencias de los datos
clinicos obtenidos en cada uno de los grupos para conocer la
significancia de los mismo en el diagnostico clinico del SVCF vs la

confirmacion del diagndstico con la utilizacién de citogenética molecular.

La determinaciéon de la frecuencia de las caracteristicas clinicas
por percentiles y medidas de tendencia central se realiz6 con el
programa PASW Statistics 18.

Para la comparacion de las frecuencias obtenidas se aplico la
prueba de X? la cual es una herramienta de uso general para conocer si
existe 0 no relacién entre variables de tipo cualitativo. Sin embargo, su
aplicacién exige de ciertos requerimientos acerca del tamafio de la
muestra. Por lo que también se utilizé la prueba exacta de Fisher que
permite analizar si dos variables estan asociadas cuando la muestra a
estudiar es pequefia y no cumple con las condiciones necesarias para
la aplicacién de la prueba de X? estas condiciones exigen que los
valores esperados de al menos el 80% de las celdas en una tabla de
contingencia, sean mayores de 5. Se consideré que la diferencia era
significativa cuando el valor de p era igual o menor de 0.05. Lo anterior

fue realizado bajo la supervision de la Dra. Claudia Gutiérrez Camacho.
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VI.  TIPO DE ESTUDIO.

Transversal y descriptivo.

VIl. VARIABLES DE ESTUDIO.

1.- Presencia de la del22g11.2 determinada por FISH.

2.- Fenotipo de SVFC de acuerdo a las manifestaciones faciales,
cardiolégicas, endocrinoldgicas, inmunologicas, velofaringeas vy

psiquiatricas.
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VIIl. RESULTADOS.

VIlIl.1 Numero de pacientes estudiados y caracteristicas

demogriaficas.

El ndmero final de pacientes incluidos en esta tesis fue de 85 casos
(62 pacientes y 23 papas). Los pacientes fueron diagnosticados inicialmente
por diferentes departamentos del HIMFG, dependiendo de su cuatro clinico,

y atendidos multidisciplinariamente entre junio de 2008 y mayo de 2010.

A todos los casos se les solicitd estudio por la técnica de cariotipo
con bandas GTG y analisis por FISH. Se incluyeron a todos los pacientes
atendidos en este periodo con diagndstico clinico de SVCF considerando
también a los pacientes valorados en la “Clinica multidisciplinaria de
del22g11.2” a partir de marzo de 2009 (Figura 10).
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ESTUDIOS FISH
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2005 2006 2007 2008 2009 2010 | TOTAL
B Negativos 1 10 14 24 15 6 70

MW Positivos 2 0 6 5 13 9 35

Figura 10. Numero de analisis de FISH realizados de diciembre 2005 a
mayo 2010. Se muestran los casos positivos 0 negativos para del22q11 por
columna y por afio.

De los 88 casos analizados inicialmente, 65 casos son pacientes con
diagndstico clinico de SVCF y 23 casos corresponden al estudio realizado
(hasta la fecha) a padres de los pacientes identificados como positivos para
la del22g11.2. De los 65 pacientes analizados, 22 se diagnosticaron
clinicamente en el periodo de junio a diciembre 2008; 28 pacientes fueron
diagnosticados durante 2009 y 15 pacientes de enero a mayo de 2010
(Cuadro 3).

Debido a que en tres casos no fue posible localizar su expediente,
estos casos fueron excluidos del estudio y el andlisis se realiz6 con los
datos de 62 pacientes.
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Cuadro 3. Numero de pacientes y proporcion de positivos y negativos para la
del22g11.2 analizados de Junio 2008 a Mayo 2010. En la dltima columna se
muestra el nUmero de padres analizados en el periodo correspondiente.

Pacientes Positivos Negativos Padres \
Jun-
Dic 19 5 (26.3 %) 14 (73.7 %) 2
2008
2009 28 13 (46.4 %) 15 (53.6 %) 11
Ene-
Mayo 15 9 (60 %) 6 (40 %) 10
2010
Totales 62 27 (43.5 %) 35 (56.5 %) 23

De los pacientes analizados, 34 son mujeres lo que representa el

54.8% de los casos y 28 son varones que representa el 45.2% (Figura 11).

Columna1

35
30
25

20 Masculino

Femenino
15 -

10

Masculino Femenino

Figura 11. Frecuencia por género de los pacientes analizados.




En relacion a la edad de diagndstico el grupo de edad en el que
se llevo a cabo la mayoria de los estudios por FISH fue en los

preescolares (48.4%), seguido del grupo de los escolares (32.3%)
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Frecuencia por edad de los pacientes analizados.

Frecuencia
<1 ano 10 (16.1%)
1-5 anos 30 (48.4%)
6-12 anos 20 (32.3%)
13-18 anos 2 (3.2%)
Total 62 (100%)

En relacion a los antecedentes heredofamiliares, hasta este
momento no se ha encontrado ningdn caso familiar de sindrome por
del22q11.2.

VIIl.2 Analisis citogenético con bandas GTG.

Hasta este momento se cuenta con resultado de estudio de
cariotipo en 49 de 62 pacientes, el resto se encuentra en analisis. Del
total de resultados reportados hasta el momento, hubo dos que llamaron
especialmente la atencién por tratarse de aberraciones estructurales
relacionadas con el diagnéstico clinico diferencial del SVCF (Cuadro 5),
una del(10p) y una t(12;22).
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Cuadro 5. Resultados anormales de cariotipo.

RESULTADOS ANORMALES DE CARIOTIPO

45,XX,der(12),t(12;22)(q24;911),-22[100]

46,XY,del(10)(p13)[25]

Los estudios de bandas GTG fueron realizados en el laboratorio
de citogenética del Departamento de Genética del HIMFG por las
citogenetistas Q.F.B. Ana Aparicio Onofre, Q.C. Judith Villa Morales y

Biol. Ménica Quintana Palma.

VIIL.3 Analisis citogenético molecular por FISH.

En el periodo comprendido entre junio de 2008 y mayo de 2010,
se analiz6 a un total de 65 pacientes, 3 de ellos fueron eliminados por no
contarse con expediente o porgue éste estaba incompleto, si bien los

tres pacientes excluidos tuvieron FISH negativo.

Se incluyeron 62 pacientes para el analisis por FISH y de datos
clinicos. De éstos, 27 fueron positivos a la del22g11.2 y 35 fueron
negativos para la delecion (Cuadro 6).

Cuadro 6. Resultados del analisis por FISH
de Junio 2008 a Mayo 2010

Frecuencia

Positivos 27 (43.5%)
Negativos 35 (56.5%)
Total 62 (100%)
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De los 23 padres de pacientes detectados con SVCF se
analizaron 2 en el periodo de Junio a Diciembre de 2008, 11 en 2009 y
10 en 2010 con cariotipo bandas GTG y FISH para del22ql1.2,
encontrandose todos ellos con un complemento cromosémico normal
por bandas GTG y sin del22g11.2 por FISH (Cuadro 3).

VIil.4 ANALISIS DE LOS DATOS CLINICOS.

El analisis de los datos clinicos fue dividido en dos grupos:
pacientes con delecion y pacientes sin delecion. Los hallazgos clinicos
se presentan de acuerdo a la clasificacibn de las caracteristicas
evaluadas y en el orden establecido en la hoja de concentracion de
datos (ANEXO 2).

Con la finalidad de concentrar los resultados y simplificar el analisis,
s6lo se incluyeron en los cuadros mostrados aquellas caracteristicas

encontradas en al menos uno de los pacientes.

Posteriormente se compararon estadisticamente las frecuencias de
las caracteristicas clinicas entre los dos grupos. En la tercera columna
de las tablas se muestra el valor de p de solamente los datos clinicos

gue resultaron significativos con las pruebas estadisticas utilizadas.

VIIl.4.1 HALLAZGOS CRANEOFACIALES.

En los 62 pacientes (tomados en conjunto y sin distinguir entre
pacientes positivos o negativos a la delecion), y de acuerdo a la hoja de
recoleccion de datos, se consideraron 10 caracteristicas clinicas

craneofaciales.
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En 49 del total de pacientes se encontr6 alguna de las
caracteristicas clinicas principales relacionada con el SVCF (79%),
mientras que en 13 de los pacientes no se encontr6 ninguna

caracteristica de trascendencia clinica fenotipica (21%).

Cuando se consideré por grupo de pacientes positivos o
negativos a la del22ql11.2, en el grupo de pacientes positivos cuatro
pacientes no tenian caracteristicas craneofaciales de relevancia y la
caracteristica mas frecuentemente reportada fue hipoplasia del esmalte
o caries encontrada en 9 pacientes (33.3%).

Sélo un paciente del grupo negativo para la delecién tuvo labio
hendido (Cuadro 7).

La facies hipotonica se report6 en 5 de los pacientes con
delecién 22g11.2 y en ninguno de los pacientes negativos a la delecion.
El anélisis estadistico por prueba de prueba de X? reporté una p=0.040,
OR=17.35 y un intervalo de confianza (IC) de 0.91-329.24 (Cuadro 7,
Figura 12).

CUADRO 7. HALLAZGOS CRANEOFACIALES

esmalte y/o caries

9 (33.33%)

4 (11.42%)

POSITIVOS NEGATIVOS p
N=27 N=35 N=62
Microcefalia 4 (14.81%) 5 (14.28%) -
Asimetria facial 1(3.7%) 4 (11.42%) i
estructural
Facies hipoténica 5(18.51%) 0 0.040
Hipoplasia de

Comisuras labiales
descendentes

3 (11.11%)

2 (5.71%)

Labio hendido

0

1 (2.85%)

Retrognatia

3 (11.11%)

6 (17.14%)

49



Figura 12. Caracteristicas craneofaciales de los pacientes positivos para la del22q11.2
¥* Paciente con cariotipo: 45,XX,der(12),t(12;22)(q24;q11),-22[100]



VIil.4.2 HALLAZGOS OFTALMOLOGICOS.

En 33 de los 62 pacientes analizados (53.22%) se encontrd
alguna de las caracteristicas oftalmolédgicas relacionadas con el SVCF.
Del grupo con FISH positivo para la del22q11.2, en 11 no se reportaron

hallazgos oftalmolégicos caracteristicos.

Dos fueron las caracteristicas mas frecuentes, en el grupo de
pacientes positivos a la delecion se encontraron fisuras palpebrales
estrechas (29.6%) y un paciente con hipertelorismo (3.7%).

En el grupo negativo para la del22gl11.2 las caracteristicas mas
frecuentes fueron fisuras palpebrales estrechas (8.5%) y coloboma de
iris (8.5%) (Cuadro 8, Figura 13).

En relacion a estas caracteristicas y como se observa en el

Cuadro 8, la p fue de 0.69 para fisuras palpebrales estrechas.

CUADRO 8. HALLAZGOS OFTALMOLOGICOS

POSITIVOS NEGATIVOS P
N=27 N=35 N=62
Estrabismo 0 2 (5.71%) -
Fisuras palpebrales 5 g 550, 3 (8.57%) 0.069
estrechas
Coloboma de iris 0 3 (8.57%) -
Hipertelorismo 1 (3.7%) 2 (5.71%) -
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Figura 13. Acercamiento de caracteristicas oftalmoldgicas de los pacientes
con del22gl11.2. Nétese el engrosamiento de la piel del parpado superior
(flechas).
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VIIl.4.3 CARACTERISTICAS NASALES.

De los 62 pacientes estudiados, en 20 (32.25%) no se
encontraron datos fenotipicos en la nariz relacionados con el SVCF, de

estos pacientes, 7 eran positivos y 13 negativos a la delecion.

De los 4 datos clinicos considerados, el mas frecuente en ambos
grupos fue el puente nasal prominente/ancho, encontrado en 55.55% de
los pacientes con delecion y en 34.28% de los pacientes negativos para
la misma (Cuadro 9).

Como siguiente caracteristica mas frecuente, se encontré la
punta nasal bulbosa que tiene una p=0.039, OR=3.86 e IC 1.21-12.35.

Las narinas estrechas estuvieron presentes en 4 de los pacientes

del grupo positivo para la delecién (Cuadro 9, Figura 14).

CUADRO 9. CARACTERISTICAS NASALES

POSITIVOS NEGATIVOS P
N=27 N=35 N=62
Puente nasal 15 (55.55%) 12 (34.28%) -
prominente/ancho
Punta nasal
bulbosa 12 (44.44%) 6 (17.14%) 0.039
Narinas estrechas 4 (14.81%) 0 -
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Figura 14. Vista anterior y lateral de la nariz de los pacientes positivos para la delecion 22q11.2. Notese la punta
nasal bulbosa y el puente nasal prominente.



VIil.4.4 HALLAZGOS FARINGEOS, LARINGEOS Y DE VIA
AEREA.

En éste rubro se analizaron 9 caracteristicas referentes a la via
aérea superior y al aparato de fonacion. Se encontraron alteraciones en
32 de los pacientes identificados en ambos grupos (tanto positivos como
negativos para la del22911.2), de los cuales 20 son positivos para la

delecion.

El dato clinico mas frecuentemente encontrado cuando se
consideré a los pacientes en conjunto fue el paladar hendido (Figura
15), el cual fue mucho mas frecuente en el grupo de pacientes positivos
para la delecion 40.74% vs 11.42%, encontrandose una p= 0.018, OR=
5.32e1C 1.41-19.42.

El segundo lugar en frecuencia lo ocup6 la Uvula bifida
identificada en 29.62% vs 5.71% de los pacientes con y sin delecion
respectivamente, lo que representa una p= 0.028, OR=6.94 e IC= 1.33-
36.14.

La insuficiencia velofaringea se report6 en 18.51% de los
pacientes positivos vs 2.85% en los pacientes negativos para la

delecién, con p=0.102.

Del grupo positivo para la del22g11.2, un paciente se report6 con
la caracteristica de adenoides ausentes o pequefias, otro tuvo faringe

amplia y un tercero presenté Uvula hipoplasica (Cuadro 10).
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CUADRO 10. HALLAZGOS FARINGEOS, LARINGEOS Y DE ViA AEREA

POSITIVOS NEGATIVOS P
N=27 N=35 N=62
PH',PHS ", PHS 1/ (40.740%) 4 (11.42%) 0.018
oculto
Uvula hipoplasica 1 (3.7%) 0 -
Uvula bifida 8 (29.62%) 2 (5.71%) 0.028
Adenoides
ausentes o 1 (3.7%) 0 -
pequenas
Faringe amplia 1 (3.7%) 0 -
Insuficiencia 5 (18.519%) 1 (2.85%) 0.102
velofaringea

PH" paladar hendido, PHS™ paladar hendido submucoso.

Figura 15. Ejemplos de paladar hendido en pacientes con SVCF. A. Paladar
hendido posterior. B. Ausencia de Uvula, hipoplasia del esmalte y caries. C.
Cicatriz en paladar posterior secundaria a palatoplastia.
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VII1.4.5 HALLAZGOS EN PABELLONES AURICULARES.

En este rubro, 35 pacientes presentaron alguna de las 10
caracteristicas analizadas, en el grupo con del22gl11.2 positiva dos
fueron las mas frecuentes: hélix plegado (33.33%) (Figura 16) e
hipoacusia neurosensorial (14.81%). En el hélix plegado se encontrd
una p= 0.008, OR=9.28 e IC 1.79-48.05.

En el grupo con del22gl1.2 negativa las caracteristicas mas
frecuentes fueron pits (fosetas) o apéndices preauriculares (17.14%) y
pabellones acopados (14.28%). Ninguno de los pacientes positivos a la

del22g11.2 present6 pits o apéndices preauriculares (Cuadro 11).

CUADRO 11. PABELLONES AURICULARES

POSITIVOS NEGATIVOS p
N=27 N=35 N=62
Hélix plegado 9 (33.33%) 2 (5.71%) 0.008
Lébulos pegados 1 (3.7%) 0 -
Pabellones 2 (7.4%) 5 (14.28%) :
acopados
Pabellones 2 (7.4%) 1 (2.85%) -
pequenos
Asimetria leve de 2 (7.4%) 0 i
pabellones
Otitis media 1 (3.7%) 4 (11.42%) :
recurrente
Hipoacusia
conductiva leve 2 (7.4%) 4 (11.42%) )
Hipoacusia 4 (14.81%) 1 (2.85%) -
sensorineural
Pits o apéndices 0 6 (17.14%) i
preauriculares
CAE’ estrecho 1 (3.7%) 1 (2.85%) -

CAE" conducto auditivo externo.




Figura 16. Pabellones auriculares en pacientes con SVCF.
Noétese el hélix grueso y plegado (flechas).
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VIIl.4.6 HALLAZGOS CARDIOVASCULARES.

En 51 de los pacientes se encontré alguno de los 15 tipos de
cardiopatia congénita relacionados con el SVCF, de los cuales 25 eran
pacientes con del22g11.2 positiva. El hallazgo mas frecuente en el
grupo positivo para la del22gl11.2 fue la comunicacion interventricular
(CIV) con 48.14%. En el grupo de pacientes negativos a la delecion, los
hallazgos mas frecuentes fueron: persistencia del conducto arterioso
(PCA) en 31.42%, seguida de CIV en 25.71%. En ninguno de los dos

grupos se encontro alteracion de arteria carétida, ni atresia tricuspidea.

La atresia o estenosis pulmonar se encontré con una frecuencia
de 33.33% en pacientes positivos vs 8.57% en los negativos a la
delecion, lo que representé una p= 0.034, OR= 5.33 e IC 1.27-22.25
(Cuadro 12).

CUADRO 12. HALLAZGOS CARDIOVASCULARES

POSITIVOS NEGATIVOS p

N=27 N=35 N=62
CIvV 13 (48.14%) 9 (25.71%) -

Comunicacién 0 0

interauricular (CIA) 4 (14.81%) 6 (17.14%) )

Atresia o estenosis g 33 334 3 (8.57%) 0.034

pulmonar
Tetralogia de Fallot 5 (18.51%) 8 (22.85%) -
Aorta hacia la derecha 2 (7.4%) 1 (2.85%) -
Tronco arterioso 3 (11.11%) 2 (5.71%) -
PCA 9 (33.33%) 11 (31.42%) -
Aorta interrumpida 0 0 i
(tipo B) 2 (7.4%) 1 (2.85%)
Coartacion aortica 1 (3.7%) 2 (5.71%) -
Alteraclpn.de valvas 1(3.7%) 1 (2.85%) i
aorticas
Arterias subclavias 1 (3.7%) 1 (2.85%) i
aberrantes

Anillo vascular 0 1 (2.85%) -
Transposicion de 0 2 (5.71%) i

grandes vasos
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VIIl.4.7 HALLAZGOS ENDOCRINOLOGICOS.

En este rubro las caracteristicas mas frecuentemente
encontradas en el grupo con del22qll1.2 positiva fueron: retraso del

desarrollo/talla baja (29.62%), seguida de hipocalcemia (14.81%).

En el grupo de pacientes negativos las mas frecuentes fueron:
retraso leve del desarrollo/talla baja (20%), seguida de hipocalcemia,

hipoparatiroidismo e hipotiroidismo con 5.71% cada una (Cuadro 13).

CUADRO 13. HALLAZGOS ENDOCRINOLOGICOS

POSITIVOS NEGATIVOS o]
N=27 N=35 N=62
Hipocalcemia 4 (14.81%) 2 (5.71%) -
Hipoparatiroidismo 3 (11.11%) 2 (5.71%) -
Hipotiroidismo 1 (3.7%) 2 (5.71%) -
Retraso del desarrollo/
Talla baja 8 (29.62%) 7 (20%) -
Timo ausente o 2 (7.4%) 1 (2.85%) -
hipoplasico
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VIIl.4.8 HALLAZGOS ABDOMINALES.

De los datos clinicos considerados para esta region anatomica,
en 10 de los pacientes se encontraron alteraciones abdominales, el
hallazgo mas frecuente en ambos grupos, es decir, para los 62
pacientes tomados en conjunto fue la hernia umbilical con 14.81% en
pacientes positivos vs 8.57% en pacientes negativos para la del22q11.2
(Cuadro 14).

CUADRO 14. HALLAZGOS ABDOMINALES

POSITIVOS NEGATIVOS o]
N=27 N=35 N=62
Alteraciones 0 2 (5.71%) i
renales
Hernia inguinal 1 (3.7%) 1 (2.85%) -
Hernia umbilical 4 (14.81%) 3 (8.57%) -
Malformacion 0 1 (2.85%) i
ano-rectal

VII1.4.9 HALLAZGOS GENITOURINARIOS.

Cinco de los varones analizados presentaron alteraciones
genitourinarias, la mas frecuente en ambos grupos (tanto positivos
como negativos para la delecion) fue criptorquidia con 7.4% vs 8.57%
(Cuadro 15).

CUADRO 15. HALLAZGOS GENITOURINARIOS

POSITIVOS NEGATIVOS p
N=27 N=35 N=62
Criptorquidia 2 (7.4%) 3 (8.57%) -
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VIil.4.10 HALLAZGOS MUSCULOESQUELETICOS.

En 41 de los 62 pacientes no se encontré ninguna alteracion de
este tipo. En los pacientes positivos para la del22gl11.2 soélo se
encontraron 2 de las 16 caracteristicas recopiladas en la tabla de
concentracion de datos, las cuales fueron hipotrofia muscular e

hipermovilidad articular con un paciente cada una (3.7%).

Las alteraciones musculoesqueléticas fueron mas
frecuentemente encontradas en los pacientes sin delecién, siendo la
mas representativa escoliosis en el 14.28%, seguida por hipermovilidad
articular con 11.42% (Cuadro 18).

CUADRO 16. MUSCULOESQUELETICOS

POSITIVOS NEGATIVOS P

N=27 N=35 N=62
Escoliosis 0 5 (14.28%) -
Hemivértebras 0 2 (5.71%) -
Espina bifida oculta 0 1 (2.85%) -
Pie equinovaro 0 1 (2.85%) -
Hipotrofia muscular 1 (3.7%) 1 (2.85%) -
Pie plano 0 2 (5.71%) -
H'p:tr?:l:’lg'rdad 1 (3.7%) 4 (11.42%) .

VIil.4.11 EXTREMIDADES.

En éste rubro 37 de los pacientes no presentaron alteraciones,
de ellos 14 pertenecen al grupo de pacientes positivos para la
del22g11.2. Las caracteristicas mas frecuentes en los pacientes
positivos para la delecion fueron: dedos estrechos y pulgares de

implantacion alta con 11.11% cada uno (Figura 17).




En los pacientes negativos para la del22ql1.2 sélo se
encontraron contracturas y sindactilia cutanea en 2.85% que

corresponderia a un paciente cada una (Cuadro 17).

CUADRO 17. EXTREMIDADES

POSITIVOS NEGATIVOS o]
N=27 N=35 N=62
Dedos estrechos 3 (11.11%) 0 -
Contracturas 2 (7.4%) 1 (2.85%) -
_Pulgares de 3 (11.11%) 0 -
implantacion alta
Sindactilia cutanea 1 (3.7%) 1 (2.85%) -

Figura 17. Acercamiento de manos de los pacientes con del22ql1.2.
Llaman la atencion la implantacion alta del pulgar (flecha negra) y los
dedos terminados en punta (flecha punteada).
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VIil.4.12 HALLAZGOS NEUROLOGICOS.

Se evaluaron 8 caracteristicas neurolégicas en donde destaco
como hallazgo mas frecuente en ambos grupos, el retraso en el
desarrollo psicomotor con 44.44% en el grupo de pacientes positivos vs
28.57% en pacientes sin delecion. En segundo lugar de frecuencia se
encontraron crisis convulsivas y uno de los pacientes negativos para la

del22g11.2 presentd un accidente vascular cerebral (Cuadro 18).

CUADRO 18. HALLAZGOS NEUROLOGICO

POSITIVOS
N=27

NEGATIVOS
N=35

N

p

62

Retraso del desarrollo

12 (44.44%)

10 (28.57%)

Convulsiones

7 (25.92%)

4 (11.42%)

Infartos

0

1 (2.85%)

VIil.4.13 CARACTERISTICAS DE LENGUAJE, HABLA, VOZ.

El retraso del lenguaje se presentd en 17 (62.96%) de los 27
pacientes positivos para la del22q11.2 vs 10 (28.57%) de 35 pacientes
negativos para la del22g11.2, por lo que se encontr6 una p=0.014,
OR=4.25 e IC 1.45-12.40 (Cuadro 19).

Por otra parte la hiperrinofonia se encontré en 5 (18.51%) de los
pacientes positivos para la deleciébn y en ninguno de los pacientes
negativos con una p= 0.040, OR=17.35 e IC 0.91 — 329.
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POSITIVOS NEGATIVOS p

N=27 N=35 N=62

Rletra“.de 17 (62.96%) 10 (28.57%) 0.014

enguaje
Dislalia (fallas 0

articulatorias) 4 (14.81%) 0 i

Hiperrinofonia 5 (18.51%) 0 0.040
Disfonias 2 (7.4%) 0 -

VIIl.4.14 PROBLEMAS DEL DESARROLLO EN LA INFANCIA.

En el grupo de pacientes positivos para la del22g11.2 con mayor
frecuencia se identificaron la falla en el crecimiento (29.62%) vy reflujo
gastroesofagico (29.62%), asi como regurgitacion nasal (14.81%) y
dificultad para la alimentacion (11.11%).

En el grupo de pacientes negativos para la del22qll.2 el
hallazgo mas frecuente fue falla en el crecimiento (20%), seguido de

reflujo gastroesofagico (17.14%) (Cuadro 20).

CUADRO 20. PROBLEMAS EN LA INFANCIA

POSITIVOS NEGATIVOS p
N=27 N=35 N=62
Dificultad para la 3 (11.11%) 1 (2.85%) i
alimentacion
Falla en el 8 (29.62%) 7 (20%) i
crecimiento
Reflujo 8 (29.62%) 6 (17.14%) i
gastroesofagico
Regurgitacion nasal 4 (14.81%) 1 (2.85%) -
Irritabilidad 0 1 (2.85%) -
Consi’:lp_acmn 0 1 (2.85%) )
crénica




VIil.4.15 ALTERACIONES COGNITIVAS Y PSICOLOGICAS

Nueve de los 62 pacientes estudiados presentaron alteraciones
cognitivas y psicoldgicas, las mas frecuentes en los pacientes positivos
para la del22ql11.2 fueron alteraciones del aprendizaje que incluyen a la
compresion de lectura y razonamiento matematico y retraso mental
encontrados en un 11.11%. También se detecté IQ bajo para la edad

escolar y déficit de atencidon en 7.4%.

Ninguno de los pacientes presenté alteraciones de la conducta,
sin embargo, una paciente evaluada por el servicio de psiquiatria

present6 afecto disminuido, labilidad emocional y psicopatologia.

En el grupo de pacientes negativos para la del22qll.2 se
encontraron alteraciones del aprendizaje, retraso mental y déficit de
atencion en 2.85% cada una (Cuadro 21).

CUADRO 21. ALTERACIONES COGNITIVAS Y PSICOLOGICAS

POSITIVOS NEGATIVOS p
N=27 N=35 N=62
Alteraciones del
aprendizaje
(matematico, 3 (11.11%) 1 (2.85%) -
comprension de
lectura)
1Q bajo en edad 2 (7.4%) 0 )
escolar
Retraso mental 3 (11.11%) 1 (2.85%) -
Déficit de atencién/
Hiperactividad 2 (7.4%) 1(2.85%) i

Finalmente, se reportaron dos defunciones en el grupo de
pacientes positivos para la del22qll1.2, un paciente de 4 meses con
choque cardiogénico e interrupcion del arco aértico y un paciente de un

mes con interrupcion de arco adrtico tipo B.
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IX. DISCUSION.

El SVCF es el sindrome por microdelecion méas frecuentemente
reportado en los seres humanos y merece especial atencion en la
poblacién atendida en nuestra Institucion ya que somos centro de
referencia nacional para pacientes con enfermedades complejas, entre
ellas las cardiacas y por ello supondriamos que ésta podria ser una
causa importante en nuestra consulta. A la fecha no se conoce la
frecuencia de esta enfermedad en poblacion mexicana y hasta donde

sabemos no hay publicaciones al respecto en nuestra poblacion.

En esta tesis se describe la experiencia tanto clinica como de
estudios de citogenética molecular por andlisis de FISH de pacientes
con sospecha clinica de este diagnéstico, atendidos en nuestra

Institucién de junio de 2008 a mayo de 2010.

En el Departamento de Genética del Hospital Infantil de México
Federico Gomez se realiza el estudio de citogenética molecular (FISH)
para la del22ql11.2 de forma asistencial desde diciembre de 2005. Sin
embargo, en nuestra Institucion desde hace décadas y aun antes de
gue el SVCF fuese identificado como tal o se contara con FISH, ya
existia una amplia experiencia clinica en el diagnéstico y manejo de
estos pacientes, ya fuese como una entidad sindromica o por solicitud
de atencidon para caracteristicas clinicas especificas por ejemplo

auditivas, cardiacas, endocrinoldgicas o faciales.

De esta manera, en esta actividad han participado
particularmente los Departamentos de Genética, Audiologia y Foniatria,
Cardiologia, Endocrinologia, Psiquiatria y a partir de mayo de 2010 de

Alergia e Inmunologia Clinica.

En marzo de 2009 se reune por primera vez la Clinica
multidisciplinaria de atencién a pacientes con del22gl11.2, con apoyo y

autorizacion Institucional conformada por médicos de los departamentos
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antes mencionados del HIMFG, con el objetivo de brindar la mejor
atencion a los pacientes. Como parte de sus actividades fue el revisar
conjuntamente la historia clinica y los hallazgos fenotipicos de los
pacientes con sospecha clinica de SVCF, con la finalidad de establecer
un diagnéstico y una terapéutica integral, realizandose sesiones

mensuales.

En el presente trabajo de tesis se revisaron 62 pacientes, en
todos ellos se realizé historia clinica completa, hasta el momento sin
antecedentes heredofamiliares que llamen la atencién y tampoco, hasta
ahora, por técnica de FISH se han detectado casos familiares en

nuestra poblacion estudiada.

Uno de los aspectos que llamaron nuestra atencion fue la gran
cantidad de caracteristicas clinicas reportadas en la literatura y la
frecuencia de las mismas referidas en nuestra poblacién. Otro aspecto
que fue el reto para el clinico, desde el médico general al especialista
gue es consultado por un problema en particular, lo representan los
casos de sospecha clinica, que finalmente son positivos o negativos
para el analisis de citogenética molecular, que como se ha descrito, por
algunos autores estrictamente hablando sélo el primer grupo (el positivo

para la delecion) corresponderia al diagnostico de certeza.

Se ha considerado que hay tres elementos sobre los que quisiera
enfocar la presente discusion: caracteristicas clinicas y analisis
estadistico de la frecuencia de las mismas en nuestra poblacion,
comparando los grupos positivos y negativos para la del22qgll.2.
Nuestra experiencia cuando se compara con la experiencia mundial y
finalmente las implicaciones para el manejo multidisciplinario y el

asesoramiento genético.
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En cuanto al primer rubro, los hallazgos demograficos de los
pacientes analizados encontramos que el 54.8% son femeninos y 45.2%
masculinos, por lo que no se considera que exista afectacion

preferencial de un sexo.

En relacion a la edad de diagndéstico el grupo etario en el que se
llevé a cabo la mayoria de los analisis por citogenética molecular fue en
los preescolares (48.4%), esto probablemente en relacion a la causa de
consulta que fue cardiopatia congénita y retraso del lenguaje. El
principal motivo de consulta en recién nacidos y lactantes es la
cardiopatia congénita, problemas inmunolégicos o endocrinolégicos,
gue pueden llegar a ser tan graves que comprometen no sélo la funcién

sino también la vida de los pacientes.

En principio se trata de un padecimiento muy frecuente (1:2000 a
40000 RNV) y por ser esta Institucién un centro de referencia nacional
esperariamos encontrar un namero significativo de pacientes con SVCF.
En este sentido sin embargo, es posible que debido a las
complicaciones en el periodo perinatal, la vida de los pacientes pudiera
verse comprometida particularmente por las cardiopatias y por lo tanto
tendrian menos posibilidades de ser atendidos en un hospital de
referencia de tercer nivel. De esta manera, una situacion a considerar
seria la suposicion de que el prondstico también estaria en relacion a la
atenciéon primaria. En particular porque el mayor porcentaje de
pacientes diagnosticados en nuestra Institucién fue en el grupo de

preescolares.

En otros casos, podria considerarse que la cardiopatia congénita
permanece silente y por lo tanto, no ser un motivo de consulta de
urgencia o de referencia a tercer nivel, como en el caso del arco adrtico

derecho o las CIVs y CIAs aisladas.

Por otra parte, no perdamos de vista que aproximadamente 30%
de los pacientes con SVCF no presentan cardiopatia, en este caso el
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motivo de consulta puede ser el retraso del lenguaje o crisis convulsivas
secundarias a alteraciones endocrinoldgicas, principalmente del tipo de

la hipocalcemia que se presenta en el 40 — 70% de los pacientes.

Las situaciones clinicas antes mencionadas refuerzan el
concepto de que el SVCF es una entidad compleja, con mdltiples
manifestaciones clinicas y niveles de gravedad que pueden parecer un
espectro. EI SVCF requiere de atencion multidisciplinaria y el médico
general o especialista que lo vea de primera intencién, deberia
considerar esta entidad como un diagnéstico diferencial para ofrecerle la

mejor atencion a los pacientes.

Simultdneamente al andlisis de FISH, a todos los pacientes se
les realizé cariotipo con técnica de bandas GTG, del total de cariotipos
realizados hasta el momento (49) se reportaron 2 con resultados
anormales, es decir el 4.08%. La primera consideracion al respecto es
gue el estudio de cariotipo por bandas GTG (0 en su caso de
citogenética molecular como CGH-microarreglos), es necesario e
indispensable para descartar que el paciente tenga un SVCF asociado a
un rearreglo cromosomico de novo (que podria o no involucrar al
cromosoma 22) o la consideracién de que sea una aberracion derivada
de una alteracion en los padres, con todas las repercusiones que

tendria para el asesoramiento genético.

Los dos casos mencionados diagnosticados con rearreglos
cromosOmicos constituyen un ejemplo de la consideracion anterior. De
la experiencia de estos casos, el primero tuvo un complemento
cromosomico 45,XX,der(12),t(12;22)(q24;911),-22[100] y correspondia
a una paciente de 14 afos de edad con fenotipo compatible con el
SVCF. El andlisis del cariotipo fue realizado en la década de los 1990s
por la Biol. Lucia Gonzéalez Marin. La delecion de la region 22g11.2 fue
reconfirmada posteriormente por técnica de bandas GTG y FISH en
2009. El cariotipo de los padres fue normal por lo que se trataba de un

rearreglo cromosomico de novo. Este caso requiere mayor estudio ya
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gue en principio es derivado de una segregacion adyacente 1, y ademas
debe considerarse si la paciente tiene ademas una monosomia parcial
del cromosoma 12, de la cual deben establecerse sus caracteristicas en

relacion a tamafio, punto de ruptura, etc.

El segundo cariotipo anormal correspondi6 a una formula
cromosomica 46,XY,del(10)(p13); el cual correspondia a un paciente
masculino, de 4 meses de edad al momento del estudio, hospitalizado
por dismorfias, hipoparatiroidismo, hipotiroidismo y posteriormente se
detectd deficiencia de hormona de crecimiento, los datos anteriores
eran sugestivos y se considerd0 descartar sindrome asociado a
del22g11.2. A la exploracién presentaba frente amplia, telecanto,
epicanto, ptosis palpebral, distriquiasis, puente nasal ancho, nariz de
punta bulbosa, comisuras labiales descendentes, retrognatia,
pabellones auriculares en retroposicion con hélix grueso, plegado.
Dichos hallazgos son compatibles con los reportes en la literatura del
sindrome por deleciéon 10p o Sindrome de DiGeorge tipo 1%, El
resultado de FISH fue negativo para la del22q11.2. Los cariotipos de los

padres se reportaron como normales.

En la experiencia del HIMFG, de diciembre de 2005 a mayo de
2010 se han realizado 105 estudios de FISH con sonda TUPPLEL (y
algunos casos con la sonda N25), de estos 70 son negativos para la

delecién 22g11.2 y 35 son positivos.

De los 62 pacientes analizados en el presente trabajo, 19 se
detectaron en el periodo de junio a diciembre 2008, 28 en 2009 y 15 de
enero a mayo de 2010. En un inicidé la mayoria de los pacientes eran
identificados por los servicios de genética y cardiologia, actualmente
también estan siendo referidos por audiologia y foniatria vy
endocrinologia. El tener un mayor numero de pacientes a considerar
con este diagnéstico podria ser explicado porque al tener la posibilidad
de andlisis citogenético molecular, hay una mayor sensibilizacién al

diagndstico de los pacientes con SVCF por sospecha clinica.
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Ademas del aumento en el nimero de pacientes referidos con
diagnostico clinico de SVCF, también ha aumentado la proporcion de
pacientes positivos para la del22ql1 confirmados por FISH respecto de
aquellos con sdlo diagnéstico clinico. Es decir, de los pacientes
estudiados de junio a diciembre 2008 se detectaron 26.3% de positivos,
en 2009 53.6% y de enero a mayo 2010 60%. (Figura 10 y Cuadro 3).
Lo que nos da un total de 27 pacientes positivos (43.5%) y 35 negativos
para la del22911.2 (56.5%) (Cuadro 6).

Lo anterior probablemente es testimonio del esfuerzo e interés
gue ha reforzado el trabajo en equipo y multidisciplinario de la Clinica de
del22q11.2.

Fue posible estudiar a 23 de los padres de pacientes en los que
se confirmo6 el SVCF por del22g11.2 por FISH, en todos hasta el
momento se ha encontrado un complemento cromosémico normal por
técnica de bandas GTG y ademas resultaron negativos para la delecion
22011.2 por FISH. En la literatura se refiere que hasta 10% de los casos
de SVCF pueden ser casos familiares, probablemente por el tamafio la

muestra ain no hemos detectado alguno de estos casos.

El andlisis de hallazgos fenotipicos se llevé a cabo con el uso de
la tabla de concentracion de datos (ANEXO 2) validada por los
diferentes departamentos por médicos especialistas de amplia
experiencia del HIMFG. Contiene las caracteristicas clinicas que se
consideraron mas frecuentes para nuestra poblacién. Estos fueron
revisados tanto de los expedientes clinicos de los pacientes

identificados como en su momento en la consulta.

Los hallazgos clinicos se presentaron de acuerdo a la
clasificacion de las caracteristicas clinicas en el orden establecido en la

hoja de clasificacion.

Para el andlisis de datos, a los pacientes se les dividi6 en dos

grupos, el primer grupo lo conformaban los pacientes positivos para la
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delecion 22q911.1 y el segundo grupo los pacientes con diagnéstico
clinico con FISH negativo para la delecidon 22q11.2. Posteriormente
estos datos clinicos fueron comparados estadisticamente con la prueba
de X?y la prueba exacta de Fisher, los resultados estadisticamente

significativos se discuten a continuacion.

En general los nifios con SVCF no llaman la atencidon por si
mismos, como en el caso de otros sindromes con dismorfias faciales
graves o evidentes y por lo tanto los hallazgos craneofaciales deben
asociarse con el resto de los aparatos y sistemas involucrados para
integrar un diagndstico clinico y tomar la decision de realizar un
diagnostico de certeza con ayuda de las pruebas citogenéticas

confirmatorias.

En la evaluacion de los hallazgos craneofaciales se identifico que
el 79% de los pacientes presentaban alguna de las caracteristicas
reportadas en la literatura como mas frecuentes. De éstas la mas
frecuente fue la hipoplasia del esmalte o caries dental (Cuadro 7 y
Figura 14-B) presente en 33.33% de los pacientes positivos y 11.42%
de los pacientes negativos. Sin embargo, no podemos descartar que
esta situacion esté en relacion con la alta incidencia de caries en la
poblacién general y al realizar la comparacion estadistica, este hallazgo

resultd no significativo.

Del grupo de pacientes positivos para la delecién, 16% no
presentaban caracteristicas faciales de relevancia, estos pacientes
fueron identificados con diagndéstico de SVFC por la cardiopatia cono-
troncal y los hallazgos faringeos (por ejemplo, insuficiencia velofaringea
y paladar hendido submucoso en dos de los casos). Esta situacién es
relevante ya que posiblemente un grupo pequefio pero trascendente de
pacientes con del22qll1.2 positiva, puede no presentar las
caracteristicas craneofaciales y sin embargo ser SVCF con la delecion

positiva.
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En otros paises, se realiza estudio de FISH para del22g11.2 a
todos los pacientes con cardiopatia cono-troncal, en particular tetralogia
de Fallot (referencia personal Dr. Shprintzen 21-05-2010) ya que existe
una frecuencia reportada de 10 a 15%. En este sentido tenemos la
experiencia de por lo menos uno de los pacientes atendido en nuestra
Institucién que tuvo tetralogia de Fallot al nacimiento y que desarrollo
otras caracteristicas del SVCF posterior a un evento quirdrgico de
correccién cardiaca siendo identificadas a partir de los 3 afios de edad.
La reflexion podria estar encaminada a estar “alerta” en estos pacientes
con aparente cardiopatia no sindromica (que desde luego es la situaciéon
mas frecuente con etiologia multifactorial) y que de manera general en
nuestro medio no se realiza prueba de FISH en este grupo de pacientes

cardidpatas.

El analisis estadistico de la caracteristica de facies hipotdnica por
prueba de prueba de X reporté una p=0.040 que podemos considerar
como significativa (<0.05), OR=17.35 que nos indica que un paciente
positivo para la delecion tiene una posibilidad 17 veces mayor de
presentar facies hipotdnica que uno negativo, pero sin embargo existe
un intervalo de confianza (IC) de 0.91-329.24 el cual hace que este
hallazgo pierda significancia y tal rango puede explicarse por el tamafio

de la muestra.

De los hallazgos oftalmolégicos la caracteristica que estuvo
presente con mayor frecuencia en los pacientes con microdelecion
positiva fueron las fisuras palpebrales estrechas en 29.62%. En el grupo
de pacientes negativos para la del22q11.2 se encontro coloboma de iris
en 8.57%, que aunque es un hallazgo relativamente infrecuente en la
del22q111.2, puede estar presente en otras alteraciones del cromosoma
22 como es el sindrome de cat eye (OMIM 115470). En este rubro

ninguna de las caracteristicas resulté estadisticamente significativa.
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Un hallazgo que llama la atencion en la revision posterior de las
fotografias clinicas es el engrosamiento de la piel del parpado superior
que luce como “edematosa” y que parece ser una caracteristica
relativamente constante, por lo que se consider6 que esta caracteristica
en particular podria ser incluida en la tabla de recoleccion de datos

clinicos, a futuro.

Entre las caracteristicas clinicas correspondientes a la nariz se
encontré alguno de los 4 hallazgos clinicos en 20 de los pacientes
positivos (74.07%) y en 22 de los negativos (62.85%) para la
del22g11.2. Debido a la frecuencia con que se encontr0 podemos
pensar que la nariz es un dato que los clinicos tienen muy presente al
buscar intencionadamente las dismorfias faciales, a diferencia de los
ojos en donde se reportaron relativamente pocos hallazgos.

El dato clinico més frecuente en este rubro fue el puente nasal
prominente / ancho tanto en los pacientes positivos (55.55%), como en
los negativos para la del22q11.2 (34.28%).

En segundo lugar de frecuencia se encontrd la nariz con punta
bulbosa, que estuvo presente en 44.44% de los pacientes con
del22q11.2 y en 17.14% de los pacientes sin delecion. Tiene una p=0.39
considerada como significativa y OR=3.86 que indica que un paciente
con delecion tiene casi cuatro veces mas posibilidades de presentar
nariz bulbosa. Sin embargo, el intervalo de confianza (IC) es de 1.21-
12.35 por lo que disminuye la significancia del hallazgo clinico
encontrado y como se mencion0 anteriormente puede explicarse por el

tamanfo de la muestra analizada.

Las alteraciones del paladar son muy comunes en los pacientes
con SVCF, en los dos grupos estudiados lo mas frecuente fue el paladar
hendido, lo que concuerda con lo reportado en la literatura. En el grupo
de pacientes con del22g11.2 se encontré6 en 40.74% y en el de
negativos 11.42%, por lo que se reporta una p= 0.018 con OR=5.32 e IC
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1.41-19.42. Al igual que en los hallazgos anteriores a pesar de tener

una p significativa el intervalo de confianza es muy amplio.

Otro hallazgo que reporté una p significativa fue la Uvula bifida,
gue si bien puede formar parte del paladar hendido, fue considerada
como una caracteristica independiente en la tabla de recoleccion de
datos por tratarse de un hallazgo evidente en la exploracion fisica. Esta
se encontr0 en 8 de los pacientes positivos (29.62%) y 2 de los
negativos (5.71%), con p= 0.028, OR=6.94 e IC=1.33-36.14.

Tanto el paladar hendido como la (vula bifida pueden
acompafarse de insuficiencia velofaringea, sin embargo en este grupo
de estudio no se encontr6 diferencia significativa (p=102),
probablemente por la dificultad para el diagnéstico. Para evaluar este
dato clinico se requiere de nasolaringoscopia y por lo tanto en recién
nacidos y hasta el afio de edad es mas dificil de diagnosticar; sin
embargo, puede sospecharse indirectamente por sintomatologia como

la regurgitacion nasal.

En la exploracion fisica de pabellones auriculares el hallazgo mas
significativo fue el hélix plegado, que se puede observar como grueso o
en algunos casos, fusionado con el antehélix. Se encontré en 9 de los
pacientes con microdelecion 22q11.2 (33.33%) y en 2 de los pacientes
sin microdelecién con una p= 0.008, OR= 9.28 e IC 1.79-48.05. Los
pabellones auriculares en el SVCF son muy caracteristicos como se

puede apreciar en la Figura 15.

Del total de pacientes analizados 51 presentaron cardiopatia
congeénita (82.25%). En 25 de los 27 pacientes con del22q11.2 (92.59%)
se diagnostico cardiopatia congénita. La mas frecuente fue la CIV que
ocurrié en el 48.14% y en segundo lugar de frecuencia la atresia o
estenosis de la pulmonar (33.33%), lo que se corresponde con lo
reportado en la literatura®'®. La estenosis de la pulmonar se encontrd

como una caracteristica estadisticamente significativa por su diferencia
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en presentacion entre pacientes con y sin del22q11.2 con una p= 0.034,
OR=5.33¢eIC 1.27-22.25.

En este sentido un tamizaje para busqueda de la del22g11.2 en
los pacientes con las cardiopatias congénitas cono-troncales mas
frecuentes podria estar indicado por los hallazgos que se pueden
esperar, ya que presentan delecion aproximadamente 50% de los
pacientes con interrupcion de arco aértico tipo B y tronco arterioso y
més del 15% de los pacientes con tetralogia de Fallot>*°. De hecho esta

practica, como nos fue comentado, se realiza en otros paises.

Las alteraciones endocrinoldgicas son muy frecuentes en SVCF y
deben continuar siendo evaluadas a lo largo de la vida, ya que en
algunos casos pueden desencadenarse durante periodos de estrés o de
aumento del metabolismo como en la adolescencia o adultez. Las mas
frecuentes en el grupo de pacientes estudiados fueron retraso del
desarrollo/talla baja en el 29.62% de los pacientes con microdelecién y
el 20% de los pacientes con FISH negativo, este tipo de retraso se
puede considerar como parte del sindrome per se y no secundario a los

problemas de la alimentacion, aunque estos también pueden contribuir.

En este sentido, todos los pacientes con del22g11.2. deben tener
mediciones perioddicas de niveles de calcio y aun niveles normales no
excluyen un hipotiroidismo parcial. De la misma forma los padres y
familiares deben estar prevenidos sobre los posibles sintomas
secundarios a hipocalcemia como calambres, temblor, rigidez y crisis

convulsivas.

En los hallazgos abdominales, genitourinarios y musculo-
esqueléticos no se encontraron caracteristicas clinicas significativas y
en general se presentan con menor frecuencia en el SVCF, por lo que
ademas estos aspectos podrian ser simplificados en la tabla de

recoleccion de datos en una segunda evaluacion.
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En la exploracion de extremidades, lo que llama la atencion
particularmente son las manos, a este respecto o mas frecuente fueron
los dedos estrechos y los pulgares de implantacién alta que se
encontraron en el 11.11% de los pacientes con SVCF.

El retraso en el desarrollo psicomotor fue el hallazgo neurolégico
mas frecuente en ambos grupos de pacientes, en el grupo positivo para
la del22q11.2 se reporté en 44.44% vy las crisis convulsivas en 25.92%.
Las crisis convulsivas de nuevo inicio deben ser evaluadas a la
brevedad para descartar que sean secundarias a hipocalcemia y no

tengan otro origen.

En las alteraciones del lenguaje, habla y voz, lo méas frecuente en
ambos grupos fue el retraso del lenguaje, éste se encontré en 62.96%
de los pacientes positivos vs 28.57% de los negativos, por lo que
también fue considerado como significativo con una p= 0.014, OR= 4.25
e IC 1.45-12.40.

La hiperrinofonia se present6 en 5 de los pacientes con
del22g11.2 (18.51%) y en ninguno de los pacientes negativos, lo que
nos traduce una p= 0.040, OR= 17.35 e IC 0.91-329, lo que
estadisticamente resulta menos significativo por el amplio intervalo de

confianza.

En todos los pacientes con voz hiperrinofénica y paladar hendido
se sugiere tener en consideracion el realizar una evaluacion clinica
completa en busca de dismorfias faciales y otros datos que aumenten la

sospecha clinica de SVCF.

Los problemas en la infancia reportados con mayor frecuencia,
son aquellos relacionados con los problemas de la alimentacion y el
crecimiento, los cuales pueden ser secundarios a las malformaciones
debidas al SVCF como son aquellas presentes en el paladar. Tal es el
caso del reflujo gastroesofagico y la regurgitacion nasal posiblemente

secundarios a insuficiencia velofaringea por paladar hendido que puede
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ser submucoso o submucoso oculto. Sin embargo, en nuestro grupo de

pacientes estos hallazgos no fueron significativos.

Las alteraciones congnitivas y psicologicas reportadas con mayor
frecuencia en el grupo de pacientes estudiados, fueron retraso mental y
las alteraciones del aprendizaje que incluyen las de razonamiento
matematico y comprension de lectura, las cuales estuvieron presentes
en 3 pacientes (11.11%). Probablemente la baja frecuencia de estas
alteraciones se encuentra en relacion con el grupo de edad estudiado y
también ésta sea la causa de que ninguna de estas caracteristicas

resultara significativa.

En resumen los hallazgos clinicos que se encontraron con p
estadisticamente significativa fueron: facies hipoténica, punta nasal
bulbosa, paladar hendido (incluyendo al submucoso o submucoso
oculto), tvula bifida, hélix plegado, atresia o estenosis pulmonar, retraso
del lenguaje e hiperrinofonia.

La decisién para solicitar una prueba de citogenética molecular
(FISH) para confirmar la del22g11.2 depende de la sospecha clinica.
Existen ciertos hallazgos que pueden ser utilizados como indicadores
ante la sospecha clinica de SVCF, lo que puede llevar a los médicos
especialistas y subespecialistas a referir a los pacientes para la
realizacion de un diagnéstico de certeza. Sin embargo, ninguna de
estas caracteristicas por si sola constituye la certeza del diagnostico

clinico.

En particular un grupo que requerira de mayor estudio, son
aquellos pacientes con fenotipo sugestivo de SVCF por clinica, cuyo
estudio de FISH fue negativo. Probablemente el conocimiento a futuro
con detalle de la regién involucrada, nos explique los mecanismos por
los que dichos genes podrian participar en la presentacion del

sindrome. Esto permitiria a su vez determinar si existen otras regiones
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gue pudieran estar implicadas en fenotipos relacionados como por

ejemplo el sindrome por dell0p.

Asi mismo no puede descartarse que el aumento de los casos
negativos se relacione a no ser estrictos en la seleccion de los
pacientes y a consecuencia de la amplia variedad fenotipica. Si bien, no
debemos olvidar que el fenotipo es resultado de la expresion de todos
los genes y de la interaccion entre ellos y el ambiente, lo que puede
darnos una gran variabilidad en la presentacion de una entidad clinica,

como es el caso de la del22q11.2.

En principio, la especificidad y sensibilidad de la prueba de FISH
es cercana al 100%° Por lo que ademas de lo anterior, debe
considerarse otros diagnosticos diferenciales en relacibn a los
pacientes. Una posibilidad diagnostica es una alteracidbn cromosomica
que implique la regién critica de del22ql11.2. Entre otros diagndsticos
clinicos diferenciales debe incluirse aquellos con cardiopatia congénita,
paladar hendido, retraso del desarrollo y alteraciones del
comportamiento. Asi mismo tenemos al sindrome de Kabuki (OMIM
417920), los efectos de alcohol en el feto, la secuencia de DiGeorge, la
secuencia de Pierre Robin, el Sindrome de Opitz y el Sindrome de
CHARGE.

En éste como en muchos otros padecimientos, el paciente debe
ser visto integralmente por un grupo de atencién multidisciplinaria, en
donde por consenso se decida la posibilidad diagnéstica y la realizacién
de la prueba confirmatoria, en este caso, FISH para 22g11.2, el cual es

el estandar de oro en el diagnéstico.
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X. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Este trabajo representa el interés de un grupo de especialistas en
el diagnéstico de pacientes con SVCF, su manejo y tratamiento
multidisciplinario para que los pacientes atendidos tengan una mejor

calidad de vida, incluyendo el consejo genético.

Los resultados obtenidos en el grupo de pacientes positivos
muestran las caracteristicas encontradas con mayor frecuencia en los
pacientes atendidos en el Hospital Infantil de México Federico Gomez y
reflejan aquellas que han sido reportadas en la literatura internacional.
Los datos estadisticamente significativos fueron: facies hipotonica,
hiperrinofonia, nariz de punta bulbosa, paladar hendido, Gvula bifida,
hélix plegado, atresia o estenosis pulmonar y retraso del lenguaje. De
62 pacientes analizados (28 Masculinos y 34 Femeninos): 27 fueron
positivos para la delecion. Se analiz6 a 23 padres, todos negativos para
la del22g11.2.

Entre las perspectivas futuras esta realizar el analisis de esta
region en relacion a CNV, en donde se considera que la presencia de
los mismos predisponen para que ocurran diferentes rearreglos
cromosOmicos y para cuyo andlisis pueden por ejemplo emplearse

plataformas de diagndstico por microarreglos.

Finalmente, con los datos obtenidos en nuestra poblacion de
pacientes evaluados hasta el momento se han confirmado los datos
clinicos asociados a la presentacion del SVCF, subrayando Ila

importancia del analisis y el manejo multidisciplinario de los pacientes.
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ANEXO 1.

ANALISIS CITOGENETICO Y DE HIBRIDACION in situ
FLUORESCENTE (FISH)

Citogenética: A todos los pacientes captados se les realizd
cariotipo a partir de cultivo de linfocitos de sangre periférica, utilizando

técnicas de bandas GTG.
Toma y procesamiento de la muestra:

Preparacion de Soluciones:
e Solucion de Carnoy o fijador 3 porciones de Metanol
absoluto por 1 porcion de Acido acético glacial.
e Solucion Hipotonica de KCI 0.075M
Cloruro de Potasio 5.6g 1L
Agua destilada 1L

a) Se obtienen 1.5ml de muestra de sangre periférica, en una jeringa con
0.1ml de heparina sédica de 1, 000 U.I

b) Se agregan 700ul de la muestra en 2 tubos de ensayo Falcon
desechables de polipropileno esterilizados.

c) Se agregan 5ml de medio de cultivo PB-MAX (contiene RPMI 1640,
fitohemaglutinina, suero fetal de bovino, antibiéticos estreptomicina y
penicilina, L- glutamina).

d) Se incuba por 72 horas a 37-37.5°C.

e) A las 72 hrs se agregan 20ul de colchicina a cada tubo, se agita y se
incuban 30min mas a 37-37.5°C.

f) Se centrifuga por 10min a 2, 500 rpm.

g) Se decanta el sobrenadante y se resuspende agitando en vortex y se
agrega solucion hipoténica para completar un volumen de 12ml.

h) Se incuba 30min a 37-37.5°C.
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i) Centrifugar 10min a 2, 500 rpm.

J) Con pipeta se retira el sobrenadante y en agitacion se agrega fijador frio
o solucion de Carnoy, gota a gota para completar un volumen de 8ml.

k) Se refrigera por 20 min

[) Se centrifuga y se retira el sobrenadante, se lleva a un volumen de 8mi
para el primer lavado

m) Se centrifuga nuevamente, se retira el sobrenadante y se lleva a
volumen de 6ml para el segundo lavado.

n) Se gotea el cultivo en laminillas de vidrio y se revisa el material
determinando la calidad y cantidad de metafases presentes.

0) Las laminillas obtenidas se incuban en estufa a 60°C por espacio de
24hr.

p) Se realiza técnica de bandeo GTG
g) Se monta tren de bandeo

r) Se utilizan 5 vasos Koplick, en el primero se colocan 98ml de
amortiguador de fosfato pH7+2ml de tripsina, en el segundo 100ml de
amortiguador de fosfato pH7, en el tercero 96ml de amortiguador de
fosfato pH 6.8 + 4ml de tincibn de Wright, en el cuarto 96ml de
amortiguador de fosfato pH 6.8 + 4ml de colorante Giemsa y en el Ultimo
agua destilada.

s) Se estandarizé la técnica para tiempos en tripsina y colorantes.
t) Se fijan las laminillas y se observan al microscopio.

u) Se analizan 20 metafases.

Referencia

Barch MJ, Knutsen T, Spurbeck JL. En: The AGT Cytogenetics Laboratory
Manual. Third Edition. Lippincott-Raven. Philadelphia. 1997.
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Citogenética Molecular:

El procedimiento para la FISH se divide en 6 pasos:

1. Preparacion de la laminilla

2. Preparacion de la sonda

3. Hibridacion

4. Lavado

5. Contra-tincion

6. Visualizacion

MATERIAL

. SSC 20X

o Sonda de locus especifico: DiGeorge/VCFS espectro
naranja*. SONDA TUPLE1 Y N25

. Amortiguador para la sonda

. Etanol

. NP-40 1000 pL
. DAPI Il 125 ng/mL

o Pegamento iris ®

La sonda de doble espectro incluye dos secuencias Unicas
TUPLE1 (HIRA) espectro naranja, y del gen arilsulfatasa A (ARSA)
como control (espectro verde) Vysis ®.

La sonda LSI TUPLE 1 contiene los siguientes loci: region no
codificadora 3’ de TUPLE1, D22S553, D22S609 y D22S942. Las 110kb
de la sonda TUPLE1 no contienen los loci mas teloméricos D22S41 y
D225943%,

La sonda de LSI ARSA sirve como control interno y se encuentra
muy cerca del telomero 22 en 22qgl13. La sonda control define la

orientacion del cromosoma y provee un locus de diferente informacion
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en células de interfase y metafase. Provee informacion sobre los dos

loci, el locus en estudio y de control.

LEESHER
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I

LSI TUPLE 1 (3" TUPLE 1, D225553,D225609 vy

2211 . - D225942) Espectro naranja

22q13 || a4— LSIARSA (arilsulfatasa A) Control

Ezpectro verde

Ideograma del cromosoma 22, mostrando las regiones de
hibridacion de las sondas LSI DiGeorge/SVCF Y** ¢ (Figuras 6 y 7).

Preparacion de la laminilla: Las células se trataron para facilitar
la disrupcion de la membrana celular. Para la obtencion de cromosomas
en metafase o profase para la FISH se siguieron los protocolos
citogenéticos de cultivo, cosecha y preparacion de laminillas estandar.
Ya obtenido el boton de células, en una laminilla previamente limpia y
desengrasada se colocaron 3 gotas de agua, y se dejaron caer 10 gotas
del boton a 15cm aprox. de altura a la laminilla para ayudar a romper

mecanicamente la membrana celular.

Se revis6 la laminilla sin tefir, en microscopio de contraste de
fases para seleccionar un campo apropiado, (abundantes metafases,
abundantes ndcleos, etc.), para después sefialar con un lapiz diamante
el area que sera la de hibridacion en la laminilla. Las laminillas goteadas
se deshidrataron en Etanol al 70%, 80% y 100% por un minuto en cada

concentracion.
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Desnaturalizacion: La sonda y el DNA blanco (el de la laminilla
preparada) fueron al mismo tiempo desnhaturalizados térmicamente.
Antes de la colocacién de la laminilla en el HIBRITE (Vysis ®) para la
desnaturalizacion e hibridacién, se procedido a la preparacion de la
mezcla de la sonda:

Se adicionaron 5ul para cada area blanco a temperatura
ambiente de la mezcla:

» 3.5 ul amortiguador de hibridacion para sonda LSI Vysis ®
» 0.5 ul de sonda.
» 1 ul HO purificada estéril

Se centrifugo el tubo de 1 a 3 segundos y enseguida se mezclé
en el vortex. Cuando se evaporé el etanol de la laminilla, (antes de la
desnaturalizacién) en un cuarto oscuro se prosiguid a agregar la sonda
TUPLEL vysis ® en la zona marcada de la laminilla; inmediatamente se
colocé el cubre objetos y se sell6 la preparacién con pegamento iris®.
La preparacion se coloco en el aparato hibridizador (Hybrite) Vysis ®
previa colocacién de gasas humedas para mantener el ambiente
hamedo dentro de la camara. El equipo se programé6 a 74°C por 3min
para llevarse a cabo la desnaturalizacién de la sonday el DNA y a 37°C

por 24hrs o 48hrs para la hibridacion.

Hibridacion: la reaccion es usualmente llevada a 37°C hasta
por 48 hrs. Tiempos de hibridacidbn cortos (minutos a horas) son
suficientes para que las sondas detecten secuencias blanco. Sin
embargo, se prefiere dejarlo por 24 a 48 hrs para asegurar la hibridacion
de la sonda con el DNA blanco, dependiendo de la presencia de

citoplasma en la preparacion.
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Lavados: Se realizaron para eliminar el exceso de sonda que no
hibridd con la muestra. Para remover el ruido de fondo asociado de
hibridos no especificos se somete a lavados con una solucién con baja
concentracion de sal. La baja concentracion de sal y la alta temperatura
inducen una alta selectividad en el lavado, ya que esto desestabiliza el
duplex. Las fuerzas repulsivas de los enlaces fosfodiéster cargados
negativamente estdn expuestos, por lo que si no hay suficiente
concentracion de sales, no tendréd la capacidad de neutralizar las cargas
y por tanto habra una alta selectividad. Unicamente las bases
correctamente apareadas podran contender con las fuerzas repulsivas.

Los lavados de las muestras hibridadas se llevan a cabo para
remover sondas no especificas. Los requerimientos criticos son: usar
las condiciones apropiadas de selectividad para remover Unicamente las
sondas inespecificas. La astringencia (moderada a alta se lleva a cabo
en los lavados post-hibridacion (subiendo la temperatura por debajo de
la Tm).

Las soluciones que se prepararon fueron:

» 70 ml de 0.4XSSC/0.3% NP-40 en un vaso de Coplin.
» 70 ml de 2XSSC/0.1% NP-40 en un vaso de Coplin.

Terminado el tiempo de hibridacién, se retiré el pegamento de la
laminilla y ésta se sumergid en agua a temperatura ambiente para
remover el cubreobjetos sin levantar la preparacion. Se sumergié la
laminilla en una solucion de 0.4XSSC/0.3% NP-40 en un vaso Coplin a
una temperatura de 73+1°C en bafio Maria por 3 minutos, agitandola de
1-3 segundos. Después se sumergieron en 2XSSC/0.1% NP-40 a
temperatura ambiente por 2 minutos. Terminado el tiempo se dejo secar

a temperatura ambiente.
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Contratincion: Permite visualizar y detectar las células interfase
y metafases en el microscopio. Después del secado de las laminillas, se
aplicé 10 uL de DAPI Il para luego colocar un cubreobjetos. Hibrida de

forma homogénea todos los demas cromosomas.

HoN |
N2||
HN—C N +
2
gL

20l 2

Colorante DAPI (4’,6-Diamidino-2-fenilindol diclorato) para la

contratincién de la técnica de FISH.!

Unién covalente del colorante DAPI con el surco menor de la molécula de
DNA. www.invitrogen.com / Manual del fabricante Vysis ® para sondas LSI.
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Visualizacion: Las sefales fueron detectadas al observar la
preparacion en un microscopio de epifluorescencia marca Zeiss®
modelo AXIO imager.A 2.1 con lampara de mercurio de 100 Watts,
utilizando tres filtros para la observacién de las sefiales: DAPI (azul),
FITC (verde) y SpO(rojo). Se revisaron de 25 a 50 metafases y 50
nucleos de interfase de cada paciente. El analisis de las imagenes se
hizo usando el software ISIS v.3.1.marca metasystems-Zeiss®
utilizando los filtros DAPI, verde y rojo, las imagenes son integradas y
guardadas (por lo menos tres imagenes del resultado) tanto para

pacientes positivos como negativos para la del22q11.2.

93



ANEXO 2.

Hospital Infantil de México Federico Gomez

Departamento de Genética

Croimicocowss  Clinica de Atencién Multidisciplinaria del Sindrome del22q11

NOMBRE: REGISTRO:

CRANEOFACIALES
Microcefalia

Asimetria facial al llanto

Asimetria facial estructural

Fascies hipotdnica

Perfil facial plano

Oligodontia

Hipoplasia de esmalte y/o caries

Comisuras labiales descendentes
Labio hendido
Retrognatia

HALLAZGOS FARINGEOS, LARINGEOS Y
DE ViA AEREA

PH,PHS PHS oculto
Uvula hipoplasica
Uvula bifida
Adenoides ausentes o pequefias

Faringe amplia

Faringe estrecha

Latido carotideo

Insuficiencia velofaringea

Movimiento faringeo asimétrico

PABELLONES AURICULARES
Hélix plegado

Lébulos pegados

Pabellones acopados

Pabellones pequefios

Asimetria leve de pabellones

Otitis media recurrente

Hipoacusia conductiva

Hipoacusia neurosensorial

Pits o apéndices preauriculares
CAE estrecho

FECHA:

OFTALMOLOGICOS

Estrabismo

Fisuras palpebrales estrechas

Catarata

Coloboma de iris

Microftalmia

Hipertelorismo

Parpados gruesos

Vasos retineales tortuosos

Embriotoxdn posterior
A VALORAR FONDO DE OJO

NARIZ

Puente nasal prominente, ancho

Punta nasal bulbosa

Separacion leve de la punta
(apariencia bifida)

Narinas estrechas

CARDIOVASCULARES

Clv

CIA

Atresia o estenosis pulmonar

Tetralogia de Fallot

Aorta hacia la derecha

Tronco arterioso

PCA

Aorta interrumpida (tipo B)

Coartacion aortica

Alteracién de valvas adrticas

Arterias subclavias aberrantes

Anillo vascular

Alteracion de arteria carétida

Transposicion de grandes vasos

Atresia tricuspidea




ENDOCRINOLOGICOS

MUSCULOESQUELETICOS

Hipocalcemia

Escoliosis

Hipoparatiroidismo

Hemivértebras

Pseudohipoparatiroidismo

Espina bifida oculta

Hipotiroidismo

Vértebra en mariposa

Retraso leve del desarrollo/ Talla
baja

Fusion vertebral

Compromiso de médula espinal

Timo ausente o hipoplasico

Osteopenia

Hipoplasia de hipdfisis

Anomalia de Sprengel

Pie equinovaro

Hipotrofia muscular

ABDOMINALES

Luxaciones

Alteraciones renales

Dolor crénico en ext. Inferiores

Enfermedad de hirschsprung

Pie plano

Hernia inguinal

Hipermovilidad articular

Hernia umbilical

Costillas supernumerarias

Malrotacion intestinal

Fusidn costal

Hernia diafragmatica

Malformacién ano-rectal

NEUROLOGICOS

Disgenesia/hipoplasia cerebelar

GENITOURINARIOS

Hipotonia generalizada

Hipospadias

Retraso del desarrollo

Criptorquidia

Convulsiones

Reflujo genitourinario

Infartos

Ataxia cerebelar

Espina bifida/mielomeningocele

EXTREMIDADES

Ventriculomegalia

Manos y pies pequefios

Dedos estrechos

LENGUAJE, HABLA, VOZ

Piel aspera en manos y pies

Retraso de lenguaje

Contracturas

Dislalias (fallas articulatorias)

Pulgares trifalangicos

Hipernasalidad

Pulgares de implantacion alta

Disfonias

Polidactilia (preaxial/postaxial)

Sindactilia cutanea

ALTERACIONES COGNITIVAS Y
PSICOLOGICAS

Alteraciones del aprendizaje

PROBLEMAS EN LA INFANCIA

Dificultad para la alimentacién

Pensamiento concreto/ dificultad
con abstraccion

Falla en el crecimiento

1Q bajo en edad escolar

Reflujo gastroesofagico

Borderline

Regurgitacion nasal
Vémito nasal

Retraso mental

Deficit de atencion / Hiperactividad

Irritabilidad

Trastornos de la conducta

Constipacidn cronica

Psicopatologia

Trastornos de aprendizaje




ANEXO 3.

& FORMATO DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION
Hemnin baisre » Mow
| CUBICULO No. FECHA / / :

NOVERE DEL PACIENTE ] Afos

PROCEDIMIENTO PROPUESTO Y EXPLICACION DEL MISMO:

Toma de muestra SANGUINEA ORINA I ; * | OTRO (explique)

Beneficics : DIAGNOSTICO OPORTUNO DE PADECIMIENTO Y/O SEGUIMIENTO AL TRATAMIENTO

Riesgos y complicaciones: MINIMOS, S| SE PRESENTA ALGUNA CONTAMOS CON PERSONAL CAPACITADO EN ATENDER LA URGENCIA.
EL MATERIAL ES NUEVO, ESTERIL Y DESECHABLE.

. afos de edad. Reconozco que se me explicé y entendi el procedimiento para realizar

los examenes, estoy enterado de los beneficios, sé de los riesgos y las probables complicaciones que se me pueden presentar.
Consciente de que se busca un beneficio, doy mi consentimiento sin obligacion y por decision propia para que los exdmenes se efectien
asi mismo para realizar la atencién de contingencias y urgencias derivadas del acto autorizado, con base al principio de libertad prescripta.

TESTIGO FAMILIAR (Nombre y Firma)

TESTIGO SUPERVISOR (Nombre y Firma)

NOMBRE Y FIRMA DEL FLEBOTOMISTA

Este consentimiento deberd llenarse para todo procedimiento de Toma de Muestras en el Laboratorio a realizarse en todo paciente sin excepcidn aiguna.
El responsable de recabarlo es quien vaya a realizar el misma. Esta carta es renovable mientras no se concluya el pracedimiento y no obligard 2l Quimico.
Técnica o Médico a realizar u omitir un procedimiento cuando ello entrafie un riesgo hacia el paciente.

REFERENCIA: LEY GENERAL DE SALUD cao. IV. Art. 80.81.82. v 83. NOM!B&—SSAidg
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