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RESUMEN

El sindrome de delecion 22q11.2 (SD22g11.2) presenta un espectro fenotipico con mas
de 180 datos clinicos reportados, una prevalencia de 1:4000 nacidos vivos en Europa y
Norteamérica, 1:6000 en blancos, negros y asiaticos y 1:3800 en hispanos recién
nacidos. El SD22q11.2 se origina de novo en el 85% de los casos o se hereda de forma
autosémica dominante. Es considerado el sindrome por microdelecion mas frecuente en
los seres humanos, en el 90% de los pacientes el tamafio de la delecién es de 3Mb, en

un 7% presenta una delecién de 1.5 MB y en el 3% un delecion atipica.

Se realizé el estudio en el Laboratorio de Citogenética Molecular en el departamento de
Medicina Gendmica CENIAQ del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) de enero de
2016 a diciembre de 2017. Se estudiaron 34 pacientes con facies sugestiva,
anormalidades palatinas y probable SD22gl11.2. Se tomé una muestra de sangre
periférica, se realiz6 cultivo y cosecha de linfocitos. Se hizo el cariotipo con un patron de
400-550 bandas GTG el cariotipo resultd normal en todos los pacientes y con la técnica
de FISH utilizando primero la sonda TUPLEL y si resulto negativo se utilizd la sonda N25.
En el analisis citogenético molecular con la sonda TUPLE1 se identificaron 13 pacientes
con SD22q11.2 y con la sonda N25 ninguno. Se elaboré el reporte de los resultados
utilizando la nomenclatura ISCN 2016.

Resultd muy util emplear la técnica de FISH con sondas comerciales para determinar
presencia o ausencia de la microdelecion, es importante realizar otras técnicas, como

MLPA, CGH-Microarreglos, para determinar la longitud real de la microdelecion.



INTRODUCCION

El sindrome de delecion 22g11.2 (SD22q11.2) es un desorden genético que se produce
de manera espontanea en el 85% de los casos o0 se hereda de forma autosdmica
dominante. Es considerado el sindrome por microdelecibn mas frecuente en los seres
humanos con una prevalencia aproximada de 1:4000 nacidos vivos en Europa y
Norteamérica, 1:6000 en blancos, negros y asiaticos y 1:3800 en hispanos recién

nacidos.

El SD22q11.2 engloba una serie de sindromes descritos previamente, que tienen en
comun la misma etiologia: el sindrome de DiGeorge en un 88% (OMIM#188400),
sindrome Velocardiofacial (SVCF) o de Shprintzen en un 81%(OMIM #192430), el
sindrome de Takao o Sindrome de Anomalias Conotrincales Faciales (CAFS) en el 84%
(OMIM # 217095), y en otros sindromes como el de Cayler (OMIM # 125520) y
Sedlackova (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

En México solo existe un reporte en la literatura mundial asociandolo a cardiopatia
congénita (Marquez-Avila et al., 2015), sin embargo, existen publicaciones de otras
partes del mundo que sefialan que se puede llegar al diagndstico del SD22g11.2 por la
presencia de caracteristicas fenotipicas del sindrome y alteraciones de paladar hendido,
paladar hendido submucoso y/o insuficiencia velofaringea que se presentan con un rango
de incidencia que va del 30 al 80% (McDonald-McGinn 2016). El Instituto Nacional de
Rehabilitacion cuenta con los servicios de Foniatria y Genética que en conjunto pueden
realizar un diagnéstico clinico tentativo del SD22q11.2 el cual puede ser corroborado en
el Laboratorio de Citogenética Molecular con la técnica de FISH utilizando las sondas
comerciales de secuencia unica TUPLE1 y N25 especificas para el loci 22q11.2 y si el
diagnostico citogenético-molecular es positivo para el SD22g11.2, se proporcione el
asesoramiento genético adecuado, ademas de que permitird realizar protocolos

especificos para el abordaje multidisciplinario de pacientes con el sindrome.



MARCO TEORICO

ANTECEDENTES HISTORICOS-CLINICOS

El sindrome de delecidon es causado por una microdelecién en el brazo largo (q) del
cromosoma 22, en la regién 1, banda 1 y sub-banda 2 (McGowan-Jordan, 2016.), Figura
1. Es considerado el sindrome por microdelecién mas frecuente en los seres humanos
con una prevalencia aproximada de 1:4000 nacidos vivos en Europa y Norteamérica
(Coelho, Pavia y Sgardioli 2013; Shprintzen, 2013.) 1:6000 en blancos, negros y asiaticos

y 1:3800 en hispanos recién nacidos (Botto, May y Fernhoff 2003.).
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Figura 1 Cromosoma 22, microdelecion q11.2, el primer 1 después de la g corresponde a la region, el

segundo 1 a la banda y el 2 después del punto a la sub-banda (McDonald, et al., 2016.)




El SD22g11.2 engloba una serie de sindromes clinicos descritos previamente. En la
literatura médica los primeros casos reportados del SD22q11.2 fueron publicados por la
doctora Eva Sedlackova, en 1955, donde describe 26 nifios de origen checo con voz
hipernasal y disminucién de los movimientos faciales por un acortamiento del paladar
blando y una alteracién de la inervacion que también afectaba la musculatura facial
(Fokstuen, Vrticka y Riegel, 2001). Un segundo articulo publicado en 1967 por la misma
doctora Sedlackova describe 22 nifios que sumados a los 26 reportados en 1955 hace
una serie de 48 casos en los cuales, la principal alteracion es la voz y la hiperrifonia,
causada por el paladar blando corto y la insuficiencia velofaringea; estos pacientes
también presentaban un dismorfismo facial caracteristico que incluia: fisuras palpebrales
estrechas, hipertelorismo, raiz nasal ancha, labio superior corto con filtrum hipoplasico,
orejas dismorficas con conductos externos estrecho y alteraciones cardiacas por lo que
decidié nombrarlo sindrome de hipoplasia-velo-facial y algunos de sus colegas optaron

por denominarlo sindrome de Sedlackova (Shprintzen, 2013).

En el afio 1968, el doctor DiGeorge publicé la descripcion de la asociacién de hipoplasia
del timo, hipocalcemia, inmunodeficiencia, hipoparatiroidismo y cardiopatias congénitas
en nifos, los cuales no sobrevivieron a la edad adulta, por lo cual, la amplia gama de
caracteristicas clinicas no pudo tener un seguimiento y ser observadas, sobre todo, las
manifestaciones conductuales y cognitivas. Ademas, al no vivir lo suficiente las personas
afectadas para reproducirse, limitd la capacidad de establecer el tipo de herencia
(Gothelf, Frisch y Michaelovsky, 2009; Shprintzen, 2013). EI mismo afio 1968, el doctor
William Strong reportd una familia con varios miembros afectados con cardiopatia,
anormalidades cognitivas y dimorfismo facial y logré establecer que el trastorno genético
gue ahora llamamos SD22gl11.2 se trataba de un sindrome de herencia autosémica

dominante (Shprintzen, 2013).

En 1969, Cayler describio una serie de casos con facies de llanto asimétrico y anomalias
cardiacas conotruncales, presentd las fotografias de los pacientes, pero al parecer, no
eran del todo consistentes con el fenotipo facial del SD22g11.2, pero en un reporte

posterior, mostro fotografias de casos con las caracteristicas faciales clasicas del
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SD22g11.2 comparandolas con otras en las que se observaba claramente que los

pacientes no tenian el sindrome (Shprintzen, 2005.).

El SD22g11.2 también fue descrito en la literatura japonesa en 1976, Kinouchi y col.
(Gothelf, Frisch y Michaelovsky, 2009.) quien observo la asociacion de facies asimétrica
con anomalias cardiacas conotruncales, hipertelorismo vy fisuras palpebrales estrechas
(Wilson, Burn y Goodship, 1993) y lo diagnostico como Sindrome de Anomalias
Conotruncales y Faciales (CAFS) o Sindrome de Takao (Robin y Shprintzen 2005;
Shprintzen, 2008).

En 1978, Shprintzen y colaboradores, reportarén 12 casos que se caracterizaron por
presentar paladar hendido, insuficiencia velar, defectos cardiacos, facies caracteristica y
otras anormalidades fisicas como hernias, hipospadias, malformaciones vasculares y
cerebrales ademas de presentar problemas en el comportamiento como: alteraciones
psicoldgicas, del habla, problemas cognitivos y de aprendizaje. Segun él, antes no se
habian reportado estos componentes en conjunto como parte de un mismo padecimiento
por lo que lo denominé sindrome velocardiofacial (SVCF) también conocido como

sindrome de Shprintzen (Robin y Shprintzen, 2005).

Shprintzen y colaboradores, en 1985, reconoce que el sindrome DiGeorge descrito en
1968 por el Dr. Angelo DiGeorge que se asocia a un perfil de aplasia timica,
hipoparatiroidismo, alteraciones inmunitarias, hipocalcemia, defectos cardiacos
conotruncales, labio y/o paladar hendido, tiene caracteristicas clinicas en comun con el
SVCF descrito por él en 1978. Por esta razéon los nombres SVCF/DiGeorge aparecen
juntos. Ademas, ambos sindromes presentan la misma anomalia cromosOmica
(Shprintzen et al., 1985).

Todavia en el afio 2013, Shprintzen traté de explicar que la falta de uniformidad en el
nombre del sindrome se debia a que el diagndstico y publicaciones del sindrome de
Cayler, sindrome de Sedlackova y CAFS, dirigian su atencién a los componentes del
sindrome y no describian las manifestaciones globales del SVCF (Shprintzen, 2013).

11



Actualmente se conoce que los trastornos descritos por Shprintzen, DiGeorge, Strong,
Cayler, Takao y Sedlackova representan el mismo desorden y las diferencias nosolégicas
no implican diferentes padecimientos. Se sabe que estas patologias son simplemente
diferentes nombres para un mismo sindrome que presenta penetrancia y expresion
variable (Robin y Shprintzen, 2005) y que la causa genética es una microdelecion en la
banda q11.2 del cromosoma 22 reportada (Shprintzen et al., 1985) en pacientes con
sindrome VCF, DiGeorge, CAFS y Sedlackova.

La historia del hallazgo citogenético de la delecion 22g11.2 fue reportada por Scambler
en 1992; él relata que en ese afo, en Boston nace un bebé con tetralogia de Fallot se
extrae sangre para realizar un examen genético y determinar si hay una delecion en el
cromosoma 22q11.2 y la prueba resulta positiva y se le diagnostica SVCF; en Filadelfia
nace un bebé con tetralogia de Fallot, se le realiza la misma prueba genética y se observa
la delecion del cromosoma 22g11.2 pero, se diagnostica como sindrome de DiGeorge;
en Praga, Republica Checa, otro bebé nace con tetralogia de Fallot, se le realiza el
examen genético se observa la delecion 22qll1.2 y se diagnostica sindrome de
Sedlackova, y en Japon nace un bebe con la misma anormalidad, se observa la delecion
22011.2 y resulta ser el sindrome de anomalias cono trdncales faciales (CTAFS)
(Shprintzen, 2013).

Los bebés tienen exactamente la misma alteracion citogenética, delecion del cromosoma
22011.2, pero al momento de concluir el diagndstico el nombre del sindrome genético

dependio del lugar donde el bebé naci6 y del médico tratante.

En 1993, Wilson tratando de unificar los criterios clinicos y citogenéticos de la delecién
22011.2 propuso el acronimo CATCH-22 por sus siglas en inglés (C: defectos cardiacos,
A: anomalias en cara, T: hipoplasia timica, C: paladar hendido, H: hipocalcemia 'y 22 por
su ubicacion cromosomica). Sin embargo, este término fue rechazado por los genetistas
clinicos porque "CATCH-22" es el titulo de una novela de humor negro de Joseph Héller
y es una connotaciéon utilizada para una situacion "sin salida", o una circunstancia
imposible de solucionar (Robin y Shprintzen, 2005) y les pareciéo un nombre inadecuado
porque generalmente el sindrome puede ser tratado de manera eficaz con un abordaje

multidisciplinario, por lo tanto, decidieron seguir nombrandolo SD22q11.2.
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EPIDEMIOLOGIA

Existen diversos estudios en diferentes poblaciones en los cuales se ha tratado de
calcular la incidencia del SD22g11.2. Botto, May y Fernhoff, en el 2003, en un estudio
poblacional realizado en Atlanta, buscé la microdelecidn 22g11.2 en 255 849 nifios recién
nacidos, identificandola en solo 43 y establecié que la prevalencia general es de 1 en
5950 nacimientos (intervalo de confianza del 95%: 1 en 4417 a 1 en 8224 nacimientos) y
concluy6é que la prevalencia en blancos, negros y asiaticos era de 1 en 6000 y en

hispanos de 1 en 3800 recién nacidos.

Oskarsdaéttir, Vujic y Fasth, en 2004, reporté un estudio realizado durante 10 afios (1991-
2000) en la region Occidental de Suecia en una poblacion de 295 495 nifios menores de
16 afios, en sus resultados muestra que SD22g11.2 se encontrd en 39 nifios de la region,
lo que corresponde a una prevalencia de 13.2 por 100 000 menores de 16 afios de edad
y refiere que para la ciudad de Gotemburgo la prevalencia fue mayor, identifico 19 nifios
con SD22g11.2 con una prevalencia de 23.3 por 100,000 menores de 16 afios de edad.

Shprintzen, en 2008, menciona que existen una serie de informes que citan la prevalencia
o0 incidencia de SD22q11.2 con un rango de estimacién que va de 1:2000 a 1:7000 pero
gue estos datos son relativos a la estadistica de la poblacién y que dependen en gran
medida del método y edad de determinacién del sindrome. Debido a que el SD22qg11.2
es un trastorno del desarrollo y los hallazgos clinicos no son evidentes o detectables en
el nacimiento o en las primeras etapas de la infancia y es probable que al menos una
tercera parte de los casos son diagnosticados en etapas del desarrollo mas tardias y
otros tantos, no se detectan. También menciona que en el caso de Nueva York la
frecuencia de SD22q11.2 es de 1 en 2000 recién nacidos y esto lo afirma con base en
que aproximadamente por cada 10 000 nacimientos por afio un promedio de 5 recién
nacidos es diagnosticado con SD22g11.2 y que a partir de esta muestra la incidencia
seria de 1 en 2000. Sin embargo, si se tomara en cuenta a los bebes sin manifestaciones
del sindrome que representan una cuarta parte de los casos, la verdadera estimacion
daria la verdadera prevalencia de la poblacién en aproximadamente 1 en 1600 recién

nacidos vivos. Grati, en 2015, en colaboracién con diferentes instituciones, realizé un
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estudio para conocer la prevalencia de microdeleciones y microduplicaciones recurrentes
en mas de 9 500 embarazos, utilizando la Prenatal BAC on beads considerada una
tecnologia de alto rendimiento y rentable para la répida deteccion de microdeleciones y
aneuploidias fetales y reporté que en el caso del SD22g11.2 obtuvo una incidencia de 1
en 992 fetos.

En la actualidad el 95% de los pacientes identificados con el SD22q11.2 son de novo y
del 5% es heredado de forma autosémica dominante. Sin embargo, se espera que la
prevalencia de individuos con SD22g11.2 aumente al paso del tiempo especialmente los
de tipo hereditario, porque actualmente, el tiempo de sobrevida en los humanos ha
aumentado y, por lo tanto, las personas con SD22qg11.2 sobreviven més alla de su etapa
reproductiva. (McDonald-McGinnet al., 2016).

ASPECTOS CLiNICOS

El SD22g11.2 tiene un aspecto fenotipico muy amplio, hasta la fecha mas de 180
caracteristicas clinicas han sido reportadas (Tabla 1) (Shprintzen, 2005). Sin embargo,
ninguno de estos hallazgos ocurre en una frecuencia del 100%, debido a la penetrancia
y expresion variable, la interaccién de genes, factores ambientales y epigenéticos, que
pueden modificar el efecto de un gen especifico sobre la expresion fenotipica (Robin y
Shprintzen, 2005; Shprintzen, 2005; Hay, 2007). Por lo tanto, no existen signos
patognomaonicos, pero si hay caracteristicas cardinales que se han observado con mayor
frecuencia en pacientes con SD22qg11.2, evaluados en diferentes series de casos que
conducen a la sospecha del sindrome, siendo las mas comunes: las dismorfias faciales
presentes en el 60% de los pacientes, incluyen: facies alargada, desplazamiento lateral
del canto interno, fisuras palpebrales estrechas, hipertelorismo, parpados gruesos, nariz
bulbosa o prominente, con raiz nasal cuadrada e hipoplasia de alas nasales. Boca
pequenia, filtrum corto, retrognatia, micrognatia, hipoplasia malar, pabellones auriculares
de baja implantacion, dismorficos con fusion de hélix-antihélix. Se observa con menor
frecuencia asimetria facial. Estas anomalias faciales no suelen ser muy evidentes en el

momento del nacimiento, se manifiestan en la primera etapa de la nifiez.
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Facies tipicas en el SD22q11.2 que se muestra en la Figura 2, los pacientes Ay B se
observan hélices prominentes, mientras que el paciente C presenta una hélice
hipoplasica y la otra hélice prominente. Las fotos de los pacientes fueron publicadas con

el consentimiento de sus familias (Christina et al., 2013).

Figura 2 Las caracteristicas comunes son fisuras palpebrales ascendentes, puente nasal alto y filtrum liso
(Christina et al., 2013)
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Las cardiopatias, presentes en 85-95% de los pacientes con SD22q11.2, causadas por
una disfuncion en las células de la cresta neural y la capa anterior del corazén, provoca
anomalias conotruncales, las mas comunes son: la comunicacion intraventricular (62%),
el arco aortico derecho (52%), el arco aértico interrumpido tipo B (30-50%), anomalias de
la arteria caroétida interna (25%), el tronco arterioso persistente (24%) y la tetralogia de
Fallot (21%) (Shprintzen et al., 1978; Campo, Garcia y Quero 1996; Shprintzen, 2000;
Digilio et al., 2005; Shprintzen, 2008; Butts, 2009; Marquez et al., 2012; Marquez,
Vizcaino y Garcia, 2015).

Las alteraciones palatinas se presentan en un rango de 58-60%. En 1999, Swillen y
colaboradores, reportaron en pacientes con SD22q11.2 una incidencia baja de 8% y
Thomas, en 1998, reporté una incidencia tan alta como 85-98% pero esto dependia del
tipo de estudio realizado para la comprobacion. Actualmente, se reporta que el paladar
hendido es poco frecuente (18%) y la insuficiencia velofaringea (IVF) es mas comun,
(rango de incidencia 30 al 80%) esta se produce por problemas estructurales y se
caracteriza por el cierre incompleto del velo faringeo, paladar corto o fisura submucosa
(44%), la cual puede presentarse como Uvula bifida o fisura submucosa oculta. Ademas
de las anomalias velares, la alteracion palatina también puede estar asociada a
problemas funcionales como la hipotonia del musculo faringeo y las anormalidades del
nervio craneal, lo cual produce dificultades en la alimentacion con reflujo nasal, con y sin
vomito. Ademas, las dificultades del habla son caracteristicas e incluyen problemas de
articulacion, lenguaje, resonancia y voz. Para el diagnéstico de las alteraciones palatinas
se requiere de una evaluacién especializada en la que se incluye la realizacion de una

nasoendoscopia (Jiramongkolchai, Kumar y Chinnadurai, 2016).

Las alteraciones en el neurodesarrollo de los pacientes con SD22g11.2 tienen un
compromiso global que implica habilidades motoras, cognicion y lenguaje; por lo cual, la
intervencidn terapéutica debe ser individualizada tanto en areas escolares, habilidades
sociales y en la vida diaria. El coeficiente intelectual (Cl), se reporta como mas bajo que
lo esperado para su edad cronoldgica en comparacion con hermanos no afectados (en el
rango limitrofe o por debajo de lo normal) y hay evidencia de una “caida del CI” desde la

edad pre-escolar a la edad escolar hasta de 10 puntos. Estos nifios tienen mayor
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compromiso en las habilidades no verbales, por lo que generalmente desarrollan un
lenguaje receptivo superior, existen algunas diferencias en la funcidon cognitiva entre
nifios y nifas, los nifios tienden a estar mas afectados (Thorndike, Hagen y Sattler, 1986;
Donna, Tony y Wendy 2007).

En las alteraciones del aprendizaje y educacion, hay un amplio rango de capacidades en
la poblacion de pacientes con SD22ql11.2 y es fundamental que se evalue
individualmente a cada nifio. Y aunque algunos nifios se benefician de acudir a un colegio
convencional, la mayoria necesita apoyo educativo especial. La mayor parte de los nifios
con SD22gll.2 tienden a tener dificultades en areas similares, pero existe una
variabilidad significativa en la presentacion y gravedad de los sintomas. Las dificultades
gue un nifio con SD22g11.2 presenta deben evaluarse formalmente a través de pruebas
selectivas disefiadas para tratar areas especificas del conocimiento, que son importantes
para identificar fortalezas, debilidades y comprender la complejidad de su perfil de
aprendizaje. (Donna, Tony y Wendy 2007). Cita

La intervencién temprana en su educacién, es esencial para garantizar que los nifios
alcancen su potencial - académico (Allgrove et al.,, 2014). Kok y Solman (1995)
descubrieron que nifios con SD22q11.2 tienden a tener un estilo de aprendizaje ordenado
y analitico, prefieren explicaciones logicas e instrucciones especificas en lugar de un
método imaginativo. Los nifios también prefieren centrarse en una cosa a la vez y parecen
responder bien a los programas informaticos interactivos. Al comenzar su educacion
escolar, los nifios con SD22q11.2 tienden a ser no asertivos pero obedientes, pueden
tener dificultad para pedir ayuda y tienden a esperar instrucciones. Es habitual que estos
nifos no se identifiguen asi mismos hasta la educacion secundaria, lo que sugiere que
tuvieron que luchar para lograr resultados académicos satisfactorios. La frustracion y el
fracaso en el aprendizaje pueden provocar una falta de confianza y autoestima baja que
puede afectar a su motivacion. En estos nifios suelen observarse problemas de
comunicacion social. Es habitual que se describa a estos nifios pequefios como timidos
o demasiado amigables y algunos muestran sintomas de autismo (Kates, 2006). Durante

su adolescencia, los problemas con sus compafieros pueden hacerse mas evidentes y
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frecuentes porque estos jovenes tienen dificultades para interpretar el humor, el lenguaje

abstracto y la comunicacion no verbal (Swillen, 1999).

En las habilidades cognitivas, en las matematicas es donde los nifios con SD22q11.2
tienen mas problemas para aprender, debido a la dificultad que presentan para resolver
tareas visuales y espaciales, déficit en la memoria de trabajo y deterioro de funciones de
procesamiento numérico que son fundamentales en la mayor parte de las tareas
matematicas (Donna, 2007). En los nifios con SD22g11.2 la memoria puede ser una
fortaleza o una debilidad. La memoria mecanica verbal, que es la capacidad para repetir
después de un espacio de tiempo una lista de componentes presentados de forma verbal
es una fortaleza, pero las tareas de memoria compleja son una dificultad, les cuesta
recordar informacion verbal larga contenida en secuencias largas como direcciones,
frases o historia. También presentan dificultad para recordar formas espaciales visuales
completas, como la localizacién de puntos en una cuadricula. Pero tienen la capacidad
de aprender y retener informacion verbal que han aprendido a través de la experiencia

como definiciones de palabras (Woodin y Moss, 2000).

Los problemas de lenguaje se presentan en el 90% de los casos: la hiperrifonia que es
el aumento de la resonancia nasal durante el habla y puede presentarse de manera leve,
moderada o0 severa; ocurre aproximadamente en 75% de los individuos con el
SD22g11.2, esta pronunciacion hipernasal se debe a la turbulencia del aire a través de
la nariz durante la articulacién de fonemas que requieren un aumento en la presion del
aire, este tipo de alteraciones propician un retraso en el desarrollo del lenguaje, sobre
todo en el lenguaje expresivo (Ysunza y Pamplona 2008; Widdershoven, Beemer y Kon,
2008). También se ha observado que, si el lenguaje verbal se retrasa, la comprension del
mismo puede ser normal a través del lenguaje receptivo, cuando se compara con los
niveles relacionados a la edad y la disfuncién velofaringea con o sin paladar hendido. Los
nifios con SD22g11.2 pueden desarrollar lenguaje y gramatica compleja con lentitud, en
algunos casos utilizan una serie de palabras limitadas y siguen hablando de forma bésica.
Pueden tener una mejor capacidad verbal que la no verbal con un lenguaje muy

expresivo, por lo que se puede concluir que tienen mayor capacidad para el lenguaje
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expresivo que para el receptivo, que suele requerir un pensamiento mas complejo y
abstracto (Glaser, 2002; Donna, 2007).

La hipoacusia también puede presentarse en nifios con SD22g11.2, la mas frecuente es
de tipo conductivo y esta relacionada con episodios cronicos de otitis media que se
presenta en un 75% de los pacientes, aproximadamente el 15% de los pacientes tienen
algun grado de hipoacusia neurosensorial, la mayoria unilateral y leve (Digilio et al.,
2005).

La hipocalcemia aparece en el 30-60% de los casos con SD22g11.2, es comun en los
neonatos o0 generalmente se presenta durante la edad escolar. Se relaciona con
hipoparatiroidismo debido a la ausencia o falta de desarrollo de las glandulas
paratiroideas, lo que conduce a la disminucion de calcio en la sangre. La hipocalcemia
puede causar temblores, convulsiones y arritmia. El tratamiento con suplementos de
calcio y vitamina D conduce a la normalizacién de los niveles de calcio en sangre (Digilio
et al., 2005; Bassett, McDonald-McGinn y Devriendt, 2011).

La inmunodeficiencia que afecta a los pacientes con SD22g11.2 es relativamente leve,
solo el 1% de los casos puede presentar inmunodeficiencia grave que requiera un
trasplante de timo. La inmunodeficiencia en el SD22g11.2 es causada por la mala
formacion de tejido timico y la produccion alterada de células T, la anormalidad
inmunolégica mas comudn en los pacientes con SD22qg11.2 es la linfopenia y en una
minoria la deficiencia funcional de los linfocitos T y aunque el espectro de
inmunocompromiso es amplio y los nifios tienen un riesgo significativo de infeccidén por
los efectos de enfermedades del corazon y el paladar hendido, el riesgo adicional
asociado con inmunodeficiencia no es un factor critico en el manejo de los pacientes.
Ademas, generalmente el nimero de linfocitos T aumenta con el tiempo y la funcién de

las células no se ve alterada (Digilio et al., 2005).

Los individuos con el SD22gll1.2 tienen un mayor riesgo (25%) de desarrollar
alteraciones psiquiatricas (Shprintzen et al., 1992; Murphy, Jones y Owen, 1999;
Vorstman et al., 2006; Bassett, McDonald-McGinn y Devriendt, 2011; Schneider et al.,
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2014), que representan el 0.5-1% de los pacientes con esquizofrenia en la poblacion
general (Karayiorgou, Simon y Gogos, 2010; McDonald-McGinn et al., 2016). En nifios y
adolescentes con SD22q11.2, tienen una serie de trastornos neurolégicos y psiquiatricos
incluidos, déficit de atencién con hiperactividad (TDAH), trastornos de ansiedad y
trastornos del espectro autista (Schneider et al., 2014). Diversos autores han propuesto
que el comportamiento comunicativo-social y déficit de atencién, observados en nifios
con SD22q11.2 pueden ser los primeros sintomas prodromicos de la esquizofrenia
(Vorstman et al., 2006; Eliez, 2007; Crespi y Badcock 2008; Karayiorgou, Simon y Gogos,
2010; Fiksinski, 2017).
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Tabla 1. Datos clinicos asociados con delecién del cromosoma 22g11.2 (Nathaniel and
Shprintzen, 2005).

Hallazgos Craneofaciales/orales 30. Distopia orbital vertical leve
1. Paladar hendido submucoso u oculto 31. Inflamacion del parpado superior
2. Retrognatia Hallazgos 6ticos
3. Platibasia - :
32. Hélix antevertido
4. Facies de llanto asimétrico en la

33. Lébulo adherido
infancia
34. Oidos en forma de copa

35. Microtia

Estructura facial asimétrica

Funcion facial asimétrica : S
: i 36. Asimetria otica leve
Exceso maxilar vertical (cara larga) - :
37. Otitis media frecuente
Perfil facial estrecho _ : :
38. Hipoacusia conductiva leve

© o N o g

Diente ausente congénito (uno o i . . .
4s) 39. Hipoacusia neurosensorial (unilateral

mas

frecuentemente)
10. Dientes pequefios :

40. Hoyuelos éticos (poco comun)
11. Hipoplasia del esmalte -

41. Conducto auditivo externo estrecho
12. Facies hipoténica

Hallazgos nasales

13. Comisuras orales deprimidas

14. Labio hendido (poco comun) 42. Puente nasal Prominente

15. Microcefalia 43. Punta nasal Bulbosa

16. Fosas craneal posterior pequefia 44. Domos nasales separados
Hallazgos Oculares levemente

45. Alas nasales estrechas /

17. Vasos retinianos tortuosos
fosas nasales estrechas

18. Congestion suborbital
19. Estrabismo 46. Pasajes nasales estrechos

20. Fisuras palpebrales cercanas Hallazgos cardiovasculares
21. Embriotoxon posterior 47. Defectos septales ventriculares

2z IDIERCTIED eI 48. Defectos septales auriculares

23. Nervios corneales prominentes : ;
49. Atresia o estenosis pulmonar

s (CEEIEES 50. Teratologia de Fallot

25. Nodulos en iris B AerE slrceha

26. Coloboma en iris (poco comun) 52 Tronco arterioso

21. Coloboma en retina (poco comun) 53. Conducto arterioso persistente

248 WhomeiElmes 54. Interrupcién de aorta, tipo B

29. Hipertelorismo orbitario leve 55. Coartacion de aorta
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56.
57.
58.
59.
60.
61.

Anomalias de la valvula aértica
Arteria subclavia aberrante

Anillo vascular

Origen anémalo de la arteria carétida
Trasposicion de los grandes vasos

Atresia tricuspidea

Hallazgos de anomalias vasculares

62.

63.
64.
65.

66.

67.

68.

69.

70.
71.

Desplazamiento medial de la arteria
carétida interna

Cardétida interna tortuosa
Anomalia de la vena yugular
Ausencia de la arteria car6tida
interna (unilateral)

Ausencia de arteria vertebral
(unilateral

Bifurcacién baja de la carétida
comun

Arterias vertebrales torturosas
Fenémeno de Reynaud
Venas pequefias

Anomalias del poligono de Willis

Hallazgos neuroldgicos, cerebrales o de

RMC

72.
73.
74.
75.

76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.

Quistes periventriculares

Vermis cereboloso pequefio
Hipoplasia / disgenesia cerebelosa
Hiperdensidades de la sustancia
blanca

Hipotonia generalizada

Ataxia cerebelosa

Convulsiones

Eventos isquémicos cerebrales
Espina bifida / meningomielocele
Retraso del desarrollo leve

Cisura de Silvio alargada

Hallazgo de via aérea
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83. Obtruccién de la via aérea superior
en la infancia

84. Ausencia o Hipoplasia de adenoides

85. Red laringea

86. Via aérea faringea larga

87. Laringomalacia

88. Hiperplasia aritenoide

89. Hipotonia faringea

90. Movimiento faringeo asimétrico

91. Musculo faringeo delgado

92. Pardlisis unilateral de las cuerdas
vocales

93. Enfermedad reactiva de la via aérea

94. Asma

Hallazgos abdominales (renal, intestinal)

95. Hipoplasia / aplasia renal
96. Rifibn quistico

97. Hernias inguinales

98. Hernia umbilical

99. Malrotacion intestinal

100. Diatesis de rectos

101. Hernia diafragmatica (poco
comun)

102. Enfermedad de Hirschsprung

Hallazgos en extremidades

103. Manos y pies pequefios

104. Dedos en forma conica

105. Ufias cortas

106. Hiperqueratosis de manos y
pies

107. Morfea

108. Contracturas

109. Pulgares trifalangicos

110. Polidactilia (poco comun)

111. Sindactila de tejidos blandos

Hallazgos de problemas en la infancia



112. Falla de medro, dificultad

para alimentacion

113. Emesis nasal

114. Reflujo gastroesofagico
115. Irritabilidad

116. Constipacién crénica

Genitourinario

117. Hipospadias
118. Criptorquidia
119. Reflujo vésicoureteral

Lenguaje / Habla

120. Habla nasal severa
121. Impedimento articular severo
122. Discapacidad del lenguaje

(retraso leve)

123. Insuficiencia velofaringea
(usualmente severa)

124, Voz aguda

125. Ronquera

Cognitivo / Aprendizaje

126. Discapacidad de aprendizaje
(conceptualizacion matematica,
comprension de lectura)

127. Pensamiento concreto,
dificultad de abstraccion

128. Caida del coeficiente

intelectual durante afios escolares

129. Inteligencia normal limitrofe
130. Discapacidad mental leve
131. Sindrome de déficit de

atencién e hiperactividad

Miscelanea

132. Desaturacion de oxigeno

espontanea sin apnea

133. Trombocitopenia,
enfermedad de

Bernard-Soulier

134. Artritis reumatoide juvenil
135. Poca regulacion de la
temperatura corporal

Psiquiatricos / Psicolégicos

136. Alteracion afectiva bipolar

137. Psicosis y enfermedad
maniaco-depresiva

138. Alteracion de humor ciclico

rapido o ultrarapido

139. Alteracion del estado de
animo

140. Depresién

141. Hipomania

142. Alteracion esquizoafectiva

143. Esquizofrenia

144, Impulsividad

145. Afecto plano

146. Distimia

147. Ciclotimia

148. Inmadurez social

149. Alteracion obsesivo-
compulsivo

150. Alteracion de ansiedad

generalizada

151. Fobias

152. Respuesta de sobresalto
severa

Inmunolégico

153. Infeccion de vias
respiratorias superiores frecuentes
154. Infecciones de vias

respiratorias inferiores frecuentes
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155. Poblacién de células T
reducida
156. Hormona timica reducida

Endocrinolégicos

Hipocalcemia

157. Hipoparatiroidismo
158. Hipotiroidismo
159. Talla baja relativa,

deficiencia de crecimiento leve
160. Hipolasia / Aplasia de timo
161. Hipofisis pequefia (raro)

Musculo-esquelético

162. Escoliosis

163. Espina bifida oculta

164. Hemivertebra

165. Vertebras en mariposa

166. Fusion vertebral (usualmente
cervical)

167. Osteopenia

168. Anomalia de Sprengel

169. Pie equinovaro

170. Musculos esqueléticos
pequefios

Todas estas alteraciones multisistémicas se producen por la microdelecién 22g11.2 que ocurre
durante la meiosis cuando los cromosomas se alinean y unen con fuerza al ADN con alta
homologia pero durante la recombinaciéon se produce un desequilibrio al momento del
entrecruzamiento de la informacion genética del padre y de la madre provocan un error en el
alineamiento de los cromosomas y la region cromosémica afectada no queda copiada en el
cromosoma 22 del 6vulo o del espermatozoide y cuando hay fecundacion, el 6vulo fecundado

tendra un cromosoma 22 normal y un cromosoma 22 con una microdelecion en laregion q11.2

(Nogueira, Hacker y Bellucco, 2007).
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171.
172.

173.
174.
175.
176.
177.

verdades o falsos
178.

Dermatologico

179.
180.

Dislocaciones articulares

Dolor de extremidades

inferiores cronico

Pie plano

Hiperlaxitud de articulaciones
Fusion costal

Costilla accesoria

Corddén umbilical con nudos

Siringomielia

Abundante cuero cabelludo

Piel de apariencia delgada

Asociaciones o0 secuencias secundarias

181.
182.
183.
184.
185.

Secuencia Robin
Secuencia DiGeroge
Secuencia Potter
Asociacion CHARGE

Holoprosencefalia (casi



TIPO DE HERENCIA

El SD22q11.2 tiene un patron de herencia autosomico dominante con expresividad variable, la
delecion en uno de los cromosomas 22 del par que tiene cada célula es suficiente para causar
la afeccion, esto sucede en aproximadamente el 10% de los casos, cuando un portador de la
delecion del cromosoma 22 la hereda de un progenitor afectado, se denomina herencia
autosdmica dominante porque la mutacion del gen esta localizada en un cromosoma
autosomico, en este caso en el cromosoma 22 que puede ser heterocigoto u homocigoto para
la enfermedad y se expresa de la misma manera que un gen dominante. Por lo tanto, el sujeto
tiene una probabilidad del 50% de trasmitir la anomalia cromosomica a cada uno de sus hijos
(Olivia et al., 2004; Mellano, 2004). El 90% de los casos restantes de SD22q11.2 no son
heredados, son ocasionado por una delecién de novo que ocurre por un evento al azar durante
la formacion de células reproductivas o en el desarrollo fetal temprano. La frecuencia de la
delecién 22qg11.2 de novo nos indica que esta region es altamente mutable con una tasa de

mutacion de 2.5X10-*aproximadamente (Delgado, Gala y Campozina, 2012).

Diversas investigaciones han tratado de determinar el origen parental de la delecién 22g11.2
de novo indicando como factores de riesgo genético: la alteracién en la frecuencia de de
recombinaciéon homdloga no alélica (NARH), la edad materna promedio al momento de la
concepcion y el porcentaje de recombinacibn meiodtico en la region 22gl11.2 de los

progenitores.

En los estudios realizados para comprender el mecanismo funcional de las NAHR se observo
gue existia diferencia en su frecuencia durante la gametogénesis masculina y femenina. (Palau
et al.,, 1993; Lopes et al., 1997; Lupski, 1998). Las diferencias en los reordenamientos
originados via materna y paterna podrian ser intrinsecas en las NAHR o el reflejo de una
inclinacion de los alelos reordenados en las lineas germinales o una combinacion de ambos,
aunque, las modificaciones epigenéticas durante el desarrollo de las células germinales
podrian contribuir a ambos procesos. Sin embargo, las diferencias observadas entre
reordenamientos masculinos y femeninos, no afectan todos los loci de las NAHR en la misma

proporcién (Potocki et al., 2007).
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El hecho de que en el SD22q11.2 la transmisibn materna parece ser preferencial ha sido
reportado desde 1996 cuando Leana-Cox realizé una revision bibliografica, (Shprintzen, 1981,
Rohn et al., 1984; Keppen et al., 1988; Wilson et al., 1992 y 1993; Desmaze et al., 1993; Kelly
et al., 1993; McLean et al., 1993; Holder et al., 1993; Hajianpour, Lamb y Coyle, 1994; Puder
et al., 1994, Piussan et al., 1994; Raynan etal., 1994; Matsuoka et al., 1994; Lindsay et al.,
1995a y b; Demczuk et al., 1995a y b) encontrando que en 42 familias con la delecion de
22011.2 de novo era heredada via materna, por lo que presentaron dos hipotesis para explicar
este hallazgo: 1) disminucidon del éxito reproductivo o fertilidad de portadores de delecion
masculina, o 2) expresion diferencial de genes dependientes del origen parental, (impronta
gendmica), los hijos de portadores masculinos de la delecion se ven menos afectados que los
de descendencia de portadoras femeninas, pero esto no fue comprobado. Los datos completos
disponibles de 21 familias que se presentaron en la revision de Leana-Cox, indicaron que los
portadores masculinos de la delecion 22g11.2 no tenian una fertilidad reducida en comparacion
con las portadoras femeninas, ya que los 5 padres tenian 17 hijos (3.4 hijos/as), mientras que
las 16 madres tenian 34 nifios (2.1 hijos/as) con una proporcién de sexo de los descendientes
de 25 varones y 24 féminas, y una proporcién de muertes neonatales o infantiles de 5 varones
y 7 mujeres lo que los llevo a concluir que la gravedad en la expresion fenotipica es comparable
para ambos sexos. Ademas, los padres con delecién 22q11.2 tenian la misma probabilidad de
tener un hijo con un fenotipo caracteristico que las madres, ya que 4 de 17 descendientes con
la delecion trasmitida por via paterna (24%) murieron al igual que 8 de 33 descendientes que
heredaron la delecion por via materna (24%). Por lo que con estos datos ellos propusieron que
la impronta genémica no interviene en la variabilidad fenotipica observada en personas con
SD22g11.2. Ademds, ya existian informes de individuos normales con disomia uniparental
para el cromosoma 22 que mostraban la ausencia de genes en el cromosoma 22 (Palmer,
Schwartz y Hodes, 1980; Piussan et al., 1994).

Lyttle (1993) también reporto la hipotesis de que una portadora de la delecion 22g11.2 tiene
mayor probabilidad de transmitir la microdelecién a sus hijos "impulso meiético" (especifico del
sexo). El impulso meiético se refiere a que un cromosoma tiene la ventaja para orientarse en
el huso meidtico sobre su cromosoma homologo y esto ocurre preferentemente en las mujeres.
Pero Matsuoka y colaboradores (1994) sefialaron que es probable que no se genere una mayor

frecuencia de deleciones 22q11.2 transmitidas por la madre, ya que generalmente las madres
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son las que acompafan a sus hijos a las visitas médicas y, por lo tanto, los genetistas pueden
observar si en ellas existen rasgos fenotipicos sutiles para el SD22q11.2, para que se les
realice la prueba citogenética,; ellos realizaron el estudio citogenético a 12 madres de pacientes
con la SD22qg11.2 y observaron que solo cuatro tenian la microdelecion 22g11.2 lo cual no era
significativo para asegurar que la microdelecidn era trasmitida con mayor frecuencia por via
materna. Por lo que concluyeron que se necesitaba una evaluacion completa de las familias

para determinar las bases de la verdadera via de trasmision de la delecion 22g11.2. Corregido

Delio, en el 2013, también sugirié que existe un mayor riesgo de adquirir la delecion 22g11.2
de novo via materna. Ella realizé un andlisis de haplotipos mediante el uso de marcadores
micro satelitales y SNPs, genotipo un total de 389 muestras de ADN de familias afectadas con
SD22g11.2. Un total de 219 (56%) individuos con delecién 22q11 de novo fueron de origen
materno y 170 (44%) de origen paterno, utilizando la prueba binominal de proporciones iguales
observaron una diferencia estadiscamente significativa para el origen materno (p = 0,0151),
ademas al comparar sus resultados con estudios previos, uno reportaba que en 810 pacientes
con SD22qg11.2, 465 (57%) eran de origen materno y 345 (43%) de origen paterno, lo que
suponia una relacién de 1.35 o 35% de aumento en el origen materno comparado con el
paterno (p = 0.000028). Otro estudio de 1892 probandoos con la delecion de novo 22g11.2,
donde la edad materna promedio en el momento de la concepcion fue de 29.5 afios, datos
similares a los observados en un estudio realizado en la poblacion general de 11 paises de
interés, se observé que la tasa de recombinacién femenina en la region 22qll1.2 fue
aproximadamente de 1.6 a 1.7 veces mayor en el sexo femenino que en el masculino (Delio
Guo y McDonald-McGinn, 2013).
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BASES CITOGENETICAS Y MOLECULARES

En citogenética una delecién es la pérdida de regiones, bandas o sub-bandas en un
cromosoma; generalmente el cromosoma homologo es normal, por lo que la delecion es
“heterocigota” y es equivalente a una monosomia parcial de ese cromosoma. El estudio de
alteraciones cromosOmicas de tipo estructural entre ellas las deleciones, tuvo un gran avance
con la implementacion de técnicas como el bandeo de alta resolucion y en particular con la
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) que ha permitido observar microdeleciones
denominadas asi, por su tamafo que es menor de 4MB, y no pueden ser observadas con un
estudio de bandas GTG convencional. Una microdelecion puede ser causada por la pérdida
de un par de nucleétidos hasta por un grupo de decenas de genes lo que ocasiona alteraciones
fenotipicas y/o multisistémicas. El origen de las microdeleciones es diverso, pero se considera
gue la mayoria se origina durante la meiosis de un progenitor, por un entrecruzamiento de

informacion genética anormal (Moore Cm & Best RG, 2001).

La secuenciacion del cromosoma 22 concluyd en 1999 (Bueno, Pérez y Bueno, 2000) y se
observd en el brazo largo (g) un total de ochos bloques compuestos por una secuencia
especifica de ADN, con una longitud de 240Kb y que comparten una identidad de secuencia
del 99,7% denominados segmentos de duplicacion, (Kaplan et al., 1987; Nogueira, Hacker y
Bellucco, 2007) o copias de baja repeticion del cromosoma “LCR” (low copy repeat, por sus
siglas en inglés). Los LCRs pueden contener genes, fragmentos de genes, pseudogenes,
secuencias retrovirales enddgenas u otros fragmentos paralogos. La presencia de LCRs
confiere inestabilidad a la molécula de ADN y predispone a las regiones que los contienen a
eventos de recombinacion no alélica entre cromosomas homologos (NARH). Para que un
evento de recombinacion se produzca es necesario que exista un segmento compartido de
homologia provisto por un sustrato. En los cromosomas, los LCRs actuan como sustratos de
eventos NAHR y los que presentan la misma orientacion, dan como resultado deleciones y/o

duplicaciones.

A lo largo del cromosoma 22 se observaron 8 LCRs denominados LCR22-1 hasta LCR22-8 o
referidos alternativamente por designacion alfabética de la A a la H. En el locus 22q11.2 que

es el de nuestro interés se encuentran cuatro de estos LCRs, estos segmentos que son
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etiquetados como LCR22A, LCR22B, LCR22C y LCR22D, (Figura 3.) predisponen a rearreglos
cromosomicos por la alta similitud entre sus secuencias de ADN, conduciendo a un
entrecruzamiento desigual entre los dos segmentos flanqueados por los LCR provocando una
alineacion incorrecta en la meiosis y/o mitosis generando una duplicacion o una delecion
cromosomica (Shay etal., 2008).

qi11

qii.21

q11.22
q11.23 |

q12.1 il
q122| | ’
q1?3.

CROMOSOMA 22

TDR 3Mb

Figura 3. Esquema del cromosoma 22 iindicando la posicion de los LCRs en el locus q11.2 (Hacihamdioglu,
2015).

La mala alineacion entre secuencias homélogas puede llevarse a cabo mediante diferentes
mecanismos de recombinacion como:

A) Recombinacion intracromatida: ocurre entre genes que se encuentra en la misma croméatida,
en este procedimiento se establece una estructura intermediaria en forma de loop al enfrentarse
LCRs A-C y B-D, seguido de la escision o delecion del loop. El resultado es una crométida
normal y una cromatida que ha perdido un fragmento que queda en forma de anillo, este material
serd reabsorbido (Carrozzo et al., 1997; Robinson, Dutly y Nicholls, 1998) Figura 4.
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B) Recombinacion intercrométida, ocurre entre genes que se encuentran en la misma direccion
y en el mismo cromosoma, se origina a partir del entrecruzamiento e intercambio de material
genético durante la profase | de la meiosis. El desplazamiento de una de las crométida enfrenta
LCRs homologos de la otra créatida, que al intercambiar la informacion generan una delecion y
una duplicacion la cual es incompatible embriolégicamente, por lo tanto, la delecion y la
duplicaciéon no ocurren con la misma frecuencia. Se cree que esta podria ser una de las formas
en la que ocurre la microdelecion en el SD22g11.2, al observar que en los puntos de rotura de
los LCRs no se lleva a cabo recombinacion (Robinson, Dutly y Nicholls,1998). Figura 4.

C) Recombinacién intercromosomal, ocurre entre los genes que se encuentra en cromosomas
homdélogos, se origina a partir de segregacion independiente: la segregacion al azar de los
cromosomas durante el anafase | de la meiosis, en este procedimiento la alineacion incorrecta
entre los LCRs de los cromosomas homologos, el entrecruzamiento genera dos productos
reciprocos, duplicacion o delecién, la duplicacién es un evento citogenético raro, pero ocurre
con una incidencia baja en recién nacidos vivos, en cambio la delecién es mas frecuente y en
caso del SD22g11.2 es el sindrome por microdelecion mas frecuente en recién nacidos vivos,
se cree que este podria ser el otro mecanismo por lo que ocurren las microdeleciones en uno

de los cromosomas del par 22 (Robinson, Dutly y Nicholls, 1998, Christian et al., 1999). Figura

4.
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Figura 4. Reordenamientos gendmicos resultantes de la recombinacion entre LCRs. (Robinson, Dutly y Nicholls,
1998, Christian et al., 1999)
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El mecanismo subyacente a la delecién también conocida como recombinacion homologa no
alélica (NAHR) se caracteriza por presentar en el 90% de los casos del SD22gl11.2 una
delecion de 3Mb que contiene alrededor de 46 genes, en el 7% una delecién de 1.5Mb (Figura
5)y en el 3% de los casos una delecion atipica. Alrededor del 93% de los casos son mutaciones
de novo y el 7% de los casos se hereda de forma autosémica dominante, por lo tanto, la
delecién de un progenitor y la descendencia de los individuos afectados tiene un 50% de
probabilidades de heredar el SD22q11.2.

CROMOSOMA 22
TBX1
LCRs A l B C D
¢ 220 22-3a [ 22-36f] 224
cen
v
del/dup del/dup 1.5Mb  del/dup 3Mb
s del 1.5Mb
I del 3Mb

Figura 5. Representacion esquematica del mapa fisico de 22g11.2, que muestra las ubicaciones de los LCR22.
La barra verde representa la delecién de 1.5MB y sus puntos de ruptura de LCRA-LCRB vy la barra roja
representa la delecién de 3MB y sus puntos de ruptura LCRA-LCRD (Portnoi, 2009).
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PRUEBAS CITOGENETICAS Y MOLECULARES PARA EL DIAGNOSTICO DE
SD22q11.2.

Para el diagnéstico de un sindrome genético con probable cromosomopatia se realizan
estudios citogenéticos convencionales o moleculares con el fin de identificar las bases
cromosomicas. Aunque el estudio de cariotipo convencional con un patrén de bandas GTG de
400 a 850 por complemento haploide, permite la identificacion exacta de cada cromosoma,
regiones cromosémicas y pequefias alteraciones con un tamafio de 3-5Mb, existen
alteraciones citogenéticas a nivel de sub-bandas denominadas micro alteraciones que no son
observadas cuando se utiliza este cariotipo con la técnica convencional, por lo que se requiere

realizar un cariotipo de alta resolucion.

El cariotipo de alta resolucion (Yunis, Sawyer y Ball, 1978) se basa en detener a las células en
la profase o prometafase de la division celular, para légrarlo se emplean métodos de
sincronizacion, el mas utilizado es el bloqueo de la fase S por medio de un exceso de timidina
0 metotrexate por determinado tiempo, posteriormente se desbloquea cambiando el medio con
el agente bloqueador por medio de cultivo nuevo. Al igual que en el cariotipo convencional se
cosecha y se realizan laminillas para bandas GTG y lo que se observa al microscopio son
cromosomas mas alargados, en los que es posible observar un patrén de 800 hasta 1,200
bandas por metafase y detectar algunas microdeleciones o microduplicaciones (Oliva et al.,
2004).

Scambler y Colaboradores, en 1992, detectar6n por primera vez la microdelecién en el
cromosoma 22g11.2 en un cariotipo de alta resolucion, no obstante, al repetir nuevamente la
técnica observo que no en todas las mitosis se observaba la microdelecion, por lo cual propuso
el estudio molecular para la confirmacion de la microdelecion en el cromosoma 22. Driscoll
(1992) también reporto que el analisis citogenético con bandas de alta resolucion solo permitia
detectar deleciones intersticiales en aproximadamente el 20% de los individuos con
SD22gl11.2. Garcia y colaoradores (2007) publicaron un estudio donde obtuvieron
preparaciones cromosomicas con bandas GTG de alta resolucién y en donde analizaron 25
metafases/prometafase con un patron de resolucién de 550-800 bandas y se diagnosticaron
tres individuos con una delecion del cromosoma 22q11.2. No obstante, hay que tener presente
gue el diagndstico citogenético por esta técnica no es facil, debido a la heterogeneidad del
32



tamano de la delecion en el SD22g11.2 que va de 1.5-3 Mb, por lo que es necesario realizar

estudios citogenéticos moleculares para confirmar la presencia o ausencia de la microdelecion.

Los métodos moleculares que se han utilizado para el estudio del SD22q11.2 son:

Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH)

La técnica de Hibridacion in situ con fluorescencia FISH (por sus siglas en inglés) (Pinkel et
al., 1986) detecta y provee una visualizacion directa de la localizacion espacial de secuencias
especificas de acidos nucleicos en los cromosomas y nucleos interfasicos, es de gran
importancia en el diagnostico de rearreglos cromosémicos microscépicos que no pueden ser
observados con la técnica de citogenética convencional, ya que ésta solo puede detectar
deleciones mayores 4Mb en tanto que con un FISH se pueden ver deleciones de 1Mb
denominadas microdeleciones (Pinkel et al., 1986).

Para reconocer la microdelecion en el SD22q11.2 se utiliza la técnica FISH, que se basa en el
marcaje de los cromosomas que son hibridados con una sonda molecular de secuencia Unica
marcada con un fluoréforo por lo que emite fluorescencia y permite la localizacién, visualizacion
y distincion de la region delecionada, en este caso del locus 22qg11.2. Si en las metafases y los
nucleos en interfase se observa solo una marca fluorescente significa que la microdelecion
esta presente (Shprintzen et al., 1978; Pinkel et al., 1986; Wiegant, Ried y Nederlof, 1991).

Para la identificacion del SD22g11.2 existen sondas de secuencia Unica comerciales, como:

TUPLEZ: hibrida en la banda 22q11.2, loci D22S553, D22S609 y D22S942 es la que identifica
la delecién de 3Mb en los pacientes con SD22q11.2 y junto con ésta se hibrida la LS| ARSA
prueba que localiza la banda (q13.3) del cromosoma 22, se utiliza como testigo para verificar

gue se trata del mismo cromosoma. Figura 6.

33



Centrémero

22p

o
-E=_l]
Iﬁ'ﬁl

i DAk o
— ] I Im @\%\ Region 22q11.2

113kb %

TUPLE1 Bii2

Telomero

Figura 6. Region TUPLEL espectro rojo

N25: hibrida en la banda 22g11.2, locus D22S75 es la que determina la delecion de 1.5MB al
igual que como la TUPLE1 se hibrida con LSI ARSA que localiza la banda (q13.3) utilizdndola
como testigo para verificar que se trata del cromosoma 22. Figura 7.
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Figura 7. Regién N25 espectro naranja
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TBX1: hibrida en la banda 22g11.2, abarcando todo el gen TBX1 e incluye el marcador del
locus D22S1627 al igual que las sondas anteriores localiza la banda (q13.3) como testigo para

comprobar que se trata del cromosoma 22. Figura 8.
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Figura 8. Regién TBX1 espectro rojo

Los informes iniciales con FISH en la deteccién del SD22ql11.2 reportaban una tasa de
precision del 80%, pero actualmente, la prueba de FISH es precisa en el 99.9% de los casos
(Shprintzen, 2005). La técnica de FISH ha sido considerada el estandar de oro para la
deteccién del SD22gl11.2 en el 95% de los pacientes (Habel et al., 2014) por ser un

procedimiento ampliamente disponible, rentable y de alta precision.

Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)

Otra herramienta disponible para la genética molecular es el PCR, esta técnica se basa en la
amplificacion enzimética de un fragmento de ADN que esta flanqueado por dos «cebadores»,
oligonucledtidos cortos que se hibridan con las cadenas opuestas de la secuencia diana e
inicia la sintesis de la secuencia de ADN complementario en direccion 5’-3’ mediante la enzima
ADN-polimerasa. Se consigue una considerable especificidad porque los cebadores deben
producir una sintesis convergente para que la amplificacion sea eficaz. Ciclos repetidos de
desnaturalizacion por calor, hibridacion de los cebadores y sintesis enziméatica de ADN

provocan la amplificacion exponencial de la secuencia diana de ADN. Con el uso del
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termociclador, un ciclo tarda solo alrededor de 10 min, con lo que, en sélo unas cuantas horas,

se pueden crear millones de copias de una secuencia de ADN (White Arnheim y Erlich, 1989).

En pacientes con SD22q11.2, el diagndstico con PCR se ha propuesto como una alternativa,
la amplificacion de marcadores microsatélites (PCR-STR, por las siglas en inglés de Short
Tandem Repeats) que son pequefias secuencias de 1-6 pares de bases repetidos en tAndem
gue pueden variar su longitud de 100-300 pares de bases. Este polimorfismo permite
diferenciar los alelos de cada uno de los cromosomas homologos en funcion de su tamario,
creando un patron que es especifico para cada individuo, (Poyatos, 2004) también pueden
determinar la pérdida de heterocigocidad de estos marcadores (Pereira et al., 2003), y se
requiere el analisis del ADN de los padres para comparar los alelos paternos y maternos con
los del paciente, determinando el origen parental cuando se sospecha que la alteracion se da

por segregacion (Gallego et al., 2011).

APLICACION DE SONDAS DEPENDIENTE DE MULTIPLES LIGANDOS (MLPA)

La técnica de MLPA descrita por primera vez por Schouten, en el 2002, registrada y
comercializada por la compafiia holandesa MRC Holland, detecta deleciones y duplicaciones
en varias enfermedades, basicamente se trata de la combinacion de las técnicas de
hibridacion, ligacion y amplificacion por PCR, requiriendo para su ejecuciéon un aparato
termociclador (PCR) y un equipo de electroforesis capilar (secuenciador). El MLPA se puede
dividir en cinco etapas principales: 1) desnaturalizacién del ADN e hibridacion de sondas de
MLPA, 2) reaccion de ligacién, 3) reaccion de PCR; 4) la separacién por electroforesis de los
productos amplificados y 5) analisis de datos. Con La técnica de MLPA se pueden detectar y
cuantificar hasta 45 secuencias especificas, que hibridaran en diferentes puntos de la region
de interés, se ligaran 2 a 2 y posteriormente se amplificaran utilizando el mismo par de
cebadores. Mediante el andlisis de fragmentos y aprovechando la diferencia de tamafio se
podran identificar pérdidas o ganancias de material genético atendiendo a la normalizacion de

las areas de cada pico con respecto a un control sano.

En el caso del SD22g11.2 en México esta metodologia es poco utilizada, aunque es de facil
manejo y permite el procesamiento de un gran niumero de casos simultaneamente utilizando

el KIT P250 que detecta tanto deleciones tipicas como atipicas y su tamafo y es mucho mas
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especifica que el FISH y de un costo aparentemente bajo, la infraestructura y consumibles
para llevar a cabo su realizacion si son de un costo elevado. Ademas, en las especificaciones
del inserto de la técnica se recomienda que en el caso del SD22q11.2 para no generar positivos
falsos se deben corroborar los resultados con un FISH de secuencia Unica (TUPLEL o N25),

por lo que a nivel institucional ya no resulta rentable (Jalali et al., 2008).

MICROARREGLOS DE HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA (aCGH)

Los aCGH tienen sus inicios en 1997 con Salinas-Toldo y en 1998 con Pinkel. Consisten en
una hibridacion genémica comparativa, el ADN del paciente se fragmenta y se marca con un
fluoroforo verde y se usa un ADN normal de referencia que se fragmenta y se marca con un
fluoroforo rojo, una vez marcados los ADNs en una relacion 1:1 se hibridan competitivamente
sobre el microarreglo, de tal forma que si la relacion verde/rojo esta alterada indica una pérdida
0 una ganancia en ADN del paciente (Bejjani et al., 2005).

Los aCGH tienen una resolucion de >1Mb, en vez de utilizar cromosomas metafasicos utiliza
sondas obtenidas de clonas de ADN de regiones especificas, cuyo sitio en el genoma humano
se conoce bien y oligonucledtidos del genoma completo que estan fijos sobre una laminilla
(microarreglo) y se tienen por triplicado y se procesan en plataformas comerciales. Los aCGH
permiten un escaneo completo del genoma, se pueden detectar variaciones en el numero de
copias, las cuales son parte de la evolucién de los humanos, de la diversidad genética, e
incluso de algunas patologias. La desventaja de esta técnica es que no detecta rearreglos
balanceados, translocaciones 0 mosaicos bajos, pero permite identificar polimorfismos
(variantes normales), desbalances cromosémicos como microduplicaciones o microdeleciones
como los que ocurren en el locus gq11.2 del cromosoma 22 (Shaffer, Bejjani y Tochia, 2007;
Feero, Guttmacher y Collins, 2010). Aunque este método en nuestro pais ha sido utilizado en
pacientes con SD2gl11.2 a nivel de protocolo por su alta sensibilidad y porque permite
determinar el tamafio de la microdelecion, para la mayoria de las instituciones no es costeable
por no contar con la infraestructura necesaria, ni los recursos publicos para realizar

citogendmica en los pacientes con probable de SD22q11.2.
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GENES

La unidad basica de informacion genética es el gen. Un gen se puede definir como la region
fisica y funcional de la herencia. Los genes se componen de ADN, cuya secuencia de
nucleétidos contiene la informacion para dar lugar a una unidad transcripcional con sus
diversas secuencias reguladoras asociadas (Olivia et al., 2004). En los seres humanos, el

tamano de los genes oscila de cientos a millones de pares de bases.

En 1999, durante el proyecto genoma humano, el cromosoma 22 fue el primero que se
secuencid y se informé que posiblemente contiene de 500 a 600 genes que proporcionan las

instrucciones para la elaboracion de proteinas.

En el SD22q11.2, en la microdelecion de 3 Mb, donde los puntos de ruptura estdn mediados
por cuatro pequefias copias de repeticiones especificas (LCR A-D), se han observado 90
genes de los cuales 46 son codificadores de proteinas, 27 pseudogenes, 10 ncRNAy 7 miRNA
(Guna, Butcher y Basset, 2015). Figura 9.

En el SD22g11.2 de los 46 genes codificadores el mas estudiado es TBX1, pertenece a una
familia de factores de transcripcion evolutivamente conservados de Tbox, cuya expresion esta
regulada con precision durante la embriogénesis y al parecer regula la proliferacion y la
diferenciacion de diversas células progenitoras durante la organogénesis. Utilizando un
modelo murino se descubri6 que TBX1 es un gen crucial en la region LCRA-LCRB del
cromosoma 22; en las mutaciones heterocigéticas la pérdida de la funcién de TBX1 da como
resultado defectos cardiovasculares, timicos y paratiroideos con una penetrancia parcial que
son similares a los defectos congénitos en SD22q11 (McDonald-McGinn et al., 2016; Racedo
et al., 2017).
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La haploinsuficiencia que forma parte del fenotipo del SD22q11.2, es similar a la desarrollada
en embriones de ratones knockout TBX1 en los que se observé tronco arterioso, paladar
hendido, ausencia del timo y de las glandulas paratiroides. La mutagénesis condicional de
TBX1 observada en el ectodermo, mesodermo y el endodermo de la superficie faringea
conducen a un conjunto de anomalias que demuestran la complejidad de las interacciones
tisulares que se requieren para la morfogénesis del aparato faringeo (McDonald-McGinn et al.,
2016; Racedo et al., 2017). En ratones mutantes de TBX1, el desarrollo del aparato faringeo
pierde casi por completo la segmentacion caracteristica de arcos y sacos faringeos, por lo que
se observa una faringe hipoplasica. Las consecuencias de estas anomalias en el desarrollo
son graves porque la region faringea es el nicho de progenitores cardiacos, especificamente
el segundo campo cardiaco (Kelly, 2012), que desarrolla gran parte del corazon.

El aparato faringeo es el sitio dentro del cual las células del corazén y de la cresta neural
migran; aungue, no se ha detectado la expresion de Tbhx1 en las células de la cresta neural,
su patron se ve afectado en mutantes TBX1, condicional tanto a la superficie del ectodermo
como del segundo campo cardiaco. A nivel celular, los modelos de raton que expresan TBX1
han sido importantes en la deteccion de proliferacién reducida y diferenciacion prematura de
células progenitoras. TBX1 también ha sido implicado en el desarrollo micro vascular cerebral
y puede tener un rol importante en los déficits cognitivos y conductuales (McDonald-McGinn et
al., 2016; Racedo et al., 2017).

Se ha demostrado que TBX1 es crucial para el desarrollo cardiovascular, pero también en
numerosos estudios se ha explorado que tiene un papel potencial en el desarrollo craneofacial.
Si bien, es evidente que TBX1 esta involucrado en aspectos del desarrollo craneofacial que
afectan la alimentacioén y la deglucion, pero la heterocigocidad de TBX1 por si sola no puede
explicar todos los impactos ocasionados por la delecion de 22q11. Los embriones de raton
TBX1 heterocigotos no muestran dismorfologia del rombo encéfalo, ni la expansion anterior de
los marcadores posteriores del cerebro posterior (Karpinski, 2014). La heterocigosidad TBX1
comprende parcialmente la dismorfologia del nervio craneal observada en los embriones de
raton; que muestran una incidencia idéntica de fusiones de los nervios glosofaringeo (IX) y

vago (X); sin embargo, no muestran anomalias en el nervio o ganglio del trigémino (V)
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(Karpinski, 2014). Por lo tanto, los diferentes genes en 22g11 parecen ser esenciales para el

patron y la organizacion adecuados del rombo encéfalo y los nervios craneales.

De igual manera, parece que la heterocigosidad TBX1 puede ser importante, pero no suficiente
para causar defectos palatinos en SD22g11.2. TBX1 es un gen importante para el desarrollo
del paladar, los embriones de raton nulos de TBX1 tienen defectos significativos en el
desarrollo del paladar, muestran una disminucion en la elevacion de la plataforma palatina
(Jerome y Papaioannou, 2001; Goudy et al., 2006; Funato, Nakamura y Richardson, 2012;
Papaioannou, 2014), y tienen fusiones inapropiadas entre el epitelio que rodea la plataforma
palatina y el epitelio oral adyacente (Funato, Nakamura y Richardson, 2012). Aunque hay
evidencia de que los polimorfismos de TBX1 pueden estar asociados con el paladar hendido
no sindrémico (Paranaiba et al., 2013), no parece probable que la pérdida heterocigota de
TBX1 sea, en si misma, suficiente para causar el paladar hendido. La delecion heterocigota de
TBX1 no conduce al paladar hendido en modelos de raton (Jerome y Papaioannou, 2001;
Papaioannou, 2014), aunque es claramente suficiente para causar anomalias
cardiovasculares. Ademas, no existe evidencia significativa de que un alelo débil o no funcional
de la copia restante de TBX1 en individuos con SD22q11.2 pueda subyacer al paladar hendido
en el sindrome (Herman et al., 2012), y no hay evidencia de una correlacion entre paladar
hendido y defectos cardiovasculares en SD22q11.2 (Friedman et al., 2011), lo que podria
esperarse si la pérdida de la funcion de TBX1 fuera central para ambos fenotipos. Por lo tanto,
parece probable que TBX1 puede ser importante para aspectos especificos del desarrollo del
paladar, pero su papel en SD22g11.2 depende de otros genes localizados en el locus q11.2
del cromosoma 22.

Se ha reportado que diferentes vias de sefializacion y modificadores de la actividad de TBX1
parecen tener una funcidn importante por que regulan la expresion de varios factores de
crecimiento y de transcripcion, incluidos FGF8, FGF10, PITX2, CHD7, VEFR3, EYAL, WNT5A,
BMPER y Otog-MyoD. La alteracion de la expresion de estos genes por la pérdida de la funcion
de TBX1 contribuye a la patogenesis de SD22ql11.2. También se ha observado que la
expresion de TBX1 esta regulada negativamente por el acido retinoico, y positivamente por
SHH a través de FOXA2 y que, en un futuro, la manipulacion de estas vias podria ser una

piedra angular en las investigaciones del SD22g11.2 (McDonald-McGinn et al., 2016)
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Otro gen de interés es DGCRS8, que codifica una proteina de union a ARN de doble cadena
gue media en la biogénesis de los miARN. Los miRNA son pequefios ARN no codificantes que
regulan la expresion de genes diana uniéndose a sitios especificos en mMARNAs para la
represion o degradacion traduccional. En modelos de raton, la heterocigocidad de DGCR8
produce déficits neuronales que son caracteristicos de SD22qll.2, mientras que la
inactivacion de ambos alelos en las células de la cresta neural da como resultado defectos
cardiacos. Las alteraciones sutiles en los niveles de expresion de miARN pueden tener efectos
profundos en el desarrollo y la plasticidad cerebral, especialmente en las sinapsis. Algunos
reportes proponen que DGCRS8 puede desempeniar un papel en la modificacion de la expresion
de genes fuera de la region de delecibn 22g11.2 que contribuyen a los fenotipos
neuropsiquiatricos asociados con SD22ql11.2. Ademas de los cambios relacionados con
DGCR8 en miRNAs, la alta densidad de miRNAs en la region de delecion 22q11.2 y la
comprension acumulativa de su funcioén indican que estos ARN funcionales no codificantes
pueden tener un papel en la expresion variable de SD22g11.2. Es probable que estos efectos
sobre la expresion involucren no solo el sistema nervioso central (SNC) sino también el sistema

cardiovascular y otros aspectos del desarrollo embrionario (McDonald-McGinn, 2016).

COMT que codifica para la enzima catecol-O-metil-transferasa la cual es un importante
regulador catabodlico de neurotransmisores sinapticos, que degrada catecolaminas incluidas la
dopamina, norepinefrina y epinefrina (Pivac, 2011) es otro de los genes candidatos en la region
de la delecion 22q11.2. COMT se expresa en la corteza prefrontal y sistema limbico (Schosser,
2012)._Su actividad es de particular importancia en estas regiones cerebrales manteniendo la
baja expresion del transportador pre sinaptico dopamina (Wardle et al., 2013; McDonald-
McGinn et al., 2016).

Diversos estudios han asociado la participacion de COMT en enfermedades como la
esquizofrenia, dependencia del alcohol, comportamiento suicida, psicosis, trastornos afectivos
y procesamientos cognitivos. Pero también existen reportes donde no han encontrado
asociacién alguna de estos trastornos neuropsicolégicos en pacientes adultos con SD22g11.2.
(Ohara, Nagai y Suzuki, 1998; Nolan, 2000; Russ et al., 2000; Liou et al., 2001; Wedren, 2003;
Ono et al., 2004; Colilla, 2005; Cheng et al., 2006; Baud et al., 2007; Kia-Keating, Glatt y
Tsuang, 2007; Vargas-Alarcon, 2007; Zalsman, 2008; Opgen-Rhein et al., 2008; Takizawa,
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2009; Perroud, 2010; Ehrlich, 2010; Illi, 2010; Kocabas, 2010; Calati, 2011; Lee y Kim, 2011;
Nedic et al., 2011; Pivac, 2011; Roten, 2011; McDonald-McGinn, 2016).

También se ha observado que COMT varia segun las poblaciones, por lo tanto, la distribucién
del genotipo y las frecuencias alélicas de COMT en una poblacién determinada puede llegar a
ser un problema relevante (Hatzimanolis, 2013; Sheikh, 2013; Wardle et al., 2013).

Otro gen localizado y delecionado en el cromosoma 22 en el SD22g11.2 es PRODH que
codifica la enzima prolina deshidrogenasa, que degrada la prolina. Mutaciones en PRODH
causan hiperprolinemia tipo I, trastorno neurolégico que en forma grave puede causar
convulsiones, discapacidad intelectual, trastornos psiquiatricos y del comportamiento. Se ha
reportado que aproximadamente un tercio de los pacientes con SD22g11.2 tienen niveles
aumentados de prolina, en varios estudios, aunque no en todos, han mostrado asociaciones
significativas entre los niveles elevados de prolina y diferentes medidas en el cerebro en
pacientes con SD22g11.2. (Goodman et al., 2000; McDonald-McGinn et al., 2016). Raux y
colabradores (2007) informaron que pacientes con SD22q11.2 y con hiperprolinemia, tuvieron
un mal desempefid en un gran namero de tareas cognitivas y una mayor prevalencia de
psicosis en comparacion con otros sujetos con SD22gll1.2 que no cursaban con
hiperprolinemia.

CRKL es un gen codificador de proteinas que ha sido estudiado por su ubicacion en la region
22g11.2. CRKL codifica una proteina adaptadora citoplasmica que esta involucrada en los
procesos de sefalizacion de diversos factores de crecimiento y citosinas (Birge et al., 2009;
Feller, 2001). Ademas, desempefia un importante papel en diversas funciones celulares,

incluidas: la migracion celular, la adhesion y respuesta inmune.

CRKL se ubica en la region LCR22B-LCR22D y actia de manera sensible a la dosis. Se ha
reportado que CRKL se expresa en niveles elevados en la cresta neural y faringe (Guris et al.,
2001). El fenotipo parecido al SD22q11.2 en ratones knockout del gen CRKL se caracteriza
por defectos que afectan tejidos y organos derivados de la cresta neural, como el timo,
paratiroides, estructuras craneofaciales y tracto cardiaco. Los datos observados en el modelo

humano y de raton indican que la haploinsuficiencia de CRKL podria ser uno de los
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responsables de la etiologia de las anomalias cardiacas en individuos con deleciones distales,
ademas, de que parece ser el modulador de la funcién de las células asesinas naturales (Zheng
2015). Sin embargo, estas observaciones no aclaran completamente la funcion de CRLK en
los defectos inmunes del SD22q11.2. Aunque en pacientes con SD22g11.2 se ha reportado
que el 90% incluye el locus del gen CRKL en la regién eliminada (McDonald-McGinn et al.,
2016).
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JUSTIFICACION

El SD22q11.2 es el sindrome de microdelecion mas frecuente en los seres humanos, con una
incidencia en hispanos estimada en 1:3800 recién nacidos. De México solo existe un reporte
en la literatura mundial asociandolo a aspectos clinicos, principalmente cardiopatia congénita,
sin embargo, existen publicaciones de otras partes del mundo que sefialan que se puede llegar
al diagnostico del SD22q11.2 por la presencia de caracteristicas fenotipicas del sindrome y
alteraciones de paladar hendido, paladar hendido submucoso y/o insuficiencia velofaringea

gue se presentan con un rango de incidencia del 30 al 80%.

El Instituto Nacional de Rehabilitacion cuenta con los servicios de Foniatria y Genética que en
conjunto pueden realizar un diagndstico clinico tentativo del SD22q11.2 el cual puede ser
corroborado en el Laboratorio de Citogenética Molecular con la técnica de FISH utilizando las
sondas comerciales de secuencia Unica del loci 22g11.2 y una vez establecido el diagndstico
de SD22q11.2, se proporcione el asesoramiento genético, ademas de que permitira realizar

protocolos especificos para el abordaje multidisciplinario de pacientes con el sindrome.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Diagnosticar el SD22g11.2 en pacientes con facies sugestiva y anormalidades palatinas
mediante el estudio citogenético molecular de FISH utilizando las sondas comerciales
TUPLE1 y/o N25.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir las caracteristicas fenotipicas mas frecuentes asociadas al SD22q11.2 en

pacientes FISH positivo del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

» Identificar las alteraciones palatinas de los pacientes con SD22q11.2. FISH positivo que

acudieron a la consulta de foniatria y genética del Instituto Nacional de Rehabilitacion.
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METODOLOGIA

En el laboratorio de citogenética se realiz6 el andlisis cromosémico, a los pacientes
diagndsticados como probabes SD22g11.2. Se elabord la historia clinica, arbol genealdgio y
exploracion fisica a pacientes que presentaron dismorfias faciles caracteristicas del
SD22q11.2; con la autorizacion de los padres a través de la carta de consentimiento informado
para realizar el estudio, se tomoé registro fotografico de cara: frente, perfiles, paladar y manos.
Para el estudio cromos6mico, se tomo6 una muestra de sangre periférica, se realizé cultivo y
cosecha de linfocitos por duplicado, se prepararon laminillas que se utilizaron para la técnica

de bandas GTG y FISH (Descrito en la pagina 73 del anexo)

Para detectar el SD22g11.2 con la técnica de FISH se utilizé la sonda comercial de la region
DiGeorge, sonda dual de secuencia Unica para la region TUPLEL1 que hibrida en el cromosoma
22, locus (q11.2) espectro rojo /LSI ARSA prueba que localiza la banda (q13.3) espectro verde
gue se utiliza como testigo para verificar que se trata del cromosoma 22. Si el paciente resulté
negativo en esta prueba, entonces, se utilizé la sonda dual de secuencia Unica N25 que hibrida
en el cromosoma 22 loci (q11.2), espectro rojo /LSI ARSA que localiza la banda (q13.3)

espectro verde que se utiliza como testigo para verificar que se trata del mismo cromosoma.

Para el andlisis cromosémico, de cada paciente, se analizaron 25 metafases en relacién al
ndamero y estructura cromosémica con una resolucién de 450-550 bandas GTG en un
microscopio Optico Carl Zeiss Imager a un aumento de 100X. Se almacenaron 5 fotografias
digitales de metafases en el disco duro de la computadora que esta conectada al microscopio.
Se realizé el cariograma empleando el software lkaros de Metasystems. Se elabor6 un reporte
con los datos del paciente y el resultado del cariotipo empleando la nomenclatura de ISCN,
2016.

Para el analisis del FISH, en cada paciente, para cada sonda y utilizando el software ISIS de
Metasystems se analizaron 20 metafases y 200 nudcleos interfasicos a un aumento de 100X en
un microscopio Carl Zeiss Imager de fluorescencia, equipado con filtro triple banda, se

almacen6é un minimo de 5 fotos digitales de metafases y ndcleos en interfase por sonda
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utilizada en el disco duro de una computadora que esta conectada al microscopio. Se elaboro

el reporte de los resultados utilizando la nomenclatura ISCN, 2016.

Para el cariotipo con bandas GTG: primero se pone el niamero total de los cromosomas

contados, seguido de una coma y los cromosomas sexuales (nomenclatura ISCN, 2016).

Ejemplo:
> Femenino: 46,XX.
> Masculino: 46,XY.

Para el reporte con la técnica de FISH en pacientes con SD22g11.2 positivo: primero se pone
el nimero total de los cromosomas contados, seguido de una coma y los cromosomas
sexuales, inmediatamente se pone la palabra ish (corresponde a lo observado en
prometafase/metafases), espacio, el tipo de alteracion cromosémica (del) sin dejar espacios,
entre paréntesis el niumero del cromosoma estudiado (22), seguido del locus también entre
paréntesis (gql1.2), inmediatamente entre paréntesis la sonda utilizada seguida del signo — si
presento delecion (TUPLEL-) se pone una comay sin dejar espacios se ponen los datos de la
sonda testigo, el locus 22q13.3 entre paréntesis el nombre de la sonda seguido de un pory el
namero de sefales observadas (ARSAX2). Sin dejar espacio se reporta igual nucish (nucleos
interfasicos).

Para el reporte con la técnica de FISH en pacientes con SD22q11.2 negativo: es lo mismo solo
cambia que al término de la sonda de interés, no se pone el signo de menos, se pone un por

seguido por el numero de sefiales (TUPLE1x2) o (N25x2).

Ejemplos:

» 46,XY.ish 22911.2(TUPLE1-), 22q13(ARSAXx2).nuc ish 22q11.2(TUPLE-),22q13(ARSAX2).
» 46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2), 22q13(ARSAX2).nuc ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13(ARSAX2).
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RESULTADOS

De enero de 2015 a diciembre de 2017 al laboratorio de Citogenética Molecular del
departamento de Medicina Gendmica CENIAQ. INR, acudieron 34 pacientes diagnosticados
como probable SD22g11.2, de los cuales solo 13 (38%) presentaron el SD22gl11.2: 5
femeninos y 8 masculinos con una edad promedio de 8 afios. En la figura 10 se muestra el
fenotipo de cuatro pacientes con SD22q11.2 Donde se observa de la A-D cuatro pacientes
con puente nasal ancho y deprimido, punta nasal bulbosa, narinas antivertidas. En la imagen
Ay B los pacientes muestran comisura labial ligeramente hacia la izquierda. En las imagenes
Al, C1ly D1, en los pacientes se observan los pabellones auriculares con implantaciéon baja,
en forma de copa, enconchado y hélix plegado. El paciente de la imagen B1 muestra pabell6n
auricular con implantacion adecuada y hélix plegado. En la TABLA 2 se muestran las

caracteristicas clinicas que presentaron los 13 pacientes con SD22q11.2.

A i B N C

Figura 10. Fotografias frontales y de perfil de pacientes con diagnostico positivo del SD22g11.2.
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Paciente

10
11
12

13

CARA
Ovalada
ovalada
Ovalada

Cuadrada
Ovalada
Redonda
Ovalada
Ovalada
Ovalada
Ovalada

Cuadrada
Ovalada

Ovalada

FRENTE
Estrecha
Estrecha
Normal
Normal
Estrecha
Amplia
Amplia

Normal

Amplia abombada

Normal

Normal

Prominente

Regular

FISURA PALPEBRAL
Horizontal, Estrecha
Ascendentes
Horizontal
Estrecha, oblicua
Normal
Normal
Ascendentes
Oblicua Descendente
Horizontal
Capuchdn estrecha
Horizontal
Arriba y estrecha

Horizontal

Tabla 2 Caracteristicas clinicas de los pacientes con SD22q11.2.

0JOS
Simétricos
Pliegues epicanticos bilaterales
Pliegue del epicanto izquierdo
Estrabismo / Hipertelorismo
Pliegues epicanticos bilaterales
Telecanto
Hipertelorismo
Pliegues epicanticos bilaterales
Simétricos
Pliegues epicanticos bilaterales
Epicanto estrecho
Simétricos

Simétricos



Paciente

10

11

12

13

Continuacioén: Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con SD22q11.2.

Puente Nasal
Ancho
Recto
Ancho
Deprimido
Deprimido
Deprimido.
Deprimido
Deprimido.
Recto
Recto
Deprimido
Ancho

Regular

Punta
Bulbosa
Bulbosa
Bulbosa
Bulbosa
Bulbosa

Aplanada

Normal
Bulbosa
Bulbosa

Normal
Bulbosa
Bulbosa

Bulbosa
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NARIZ
Narinas
Hipopléasicas
Antevertidas
Hipoplasicas/Antevertidas
Hipoplasicas/Antevertidas
Normal
Antevertidas
Leve antevertidas
Leve antevertidas/Hipoplasicas
Normal
Antevertidas/Hipoplasicas
Antevertidas /Hipoplasicas
Antevertidas

Leve antevertidas

Posicién

Central

Central

Central

Central

Central

Central

Central

Central

Central

Central

Central

Central

Central

Base

Ancha

Ancha

Estrecha

Ancha

Normal

Normal

Normal

Normal

Ancha

Normal

Normal

Ancha

Normal

Dorso

Ancho

Recto

Recto

Ancho

Normal

Recto

Normal

Recto

Recto

Normal

Recto

Recto

Normal



Paciente

10

11

12

13

Continuacioén: Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con SD22q11.2.

Labios
Normales
Gruesos
Inferior delgado
Normales
Gruesos
Normales
Superior delgado
Normales
Delgados
Normales
Normales
Normales

Gruesos

BOCA

Comisura labial
Horizontal
Desviacion a la derecha
Descendentes
Horizontal
Normal
Horizontal
Descendentes
Normal
Leve desviada derecha
Horizontal
Descendentes
Horizontal

Horizontal, desviacion derecha
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ALTERACIONES

PALATINAS

PH
PHS
PHS
PHS

Normal
PHS, IVF,UB
PHS, IVF
LPH, IVF, UB
PH
Normal
PHS
PHS

Normal / InV

FILTRUM

Corto y marcado

Corto
Corto e hipoplasico
Hipoplasico
Normal
Normal
Plano, largo, hipoplasico

Normal

Corto y marcado
Normal
Normal

Largo, poco marcado

Largo



Pacientes

10

11

12

13

Continuacion: Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con SD22q11.2.

Implantacion
Adecuada
Baja

Baja

Baja
Adecuada
Adecuada

Adecuada

Adecuada
Baja
Adecuada
Baja
Baja

Baja
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PABELLONES AURICULARES

Tamafo

Microtia

Microtia

Normal

Normal

Microtia

Normal

Normal

Normal

Microtia

Limitrofe

Microtia

Normal

Normal

Hélix
Normal
Normal

Hipoplasia

Normal
Normal
Hipoplasia

Hiperpeglado

Desdoblado
Normal
Hiperplegado
Muesca Bilateral
Plegado

Normal

Antihélix
Normal
Normal

Normal

Displasicos
Normal
Bilateral

Normal

Normal
Normal
Normal
Hipoplasia
Normal

Normal

Forma
Acopada
Acopada

Rotados hacia atras/Concha
profunda

Concha profunda /Acopadas
Normal
Acopada

Rotados hacia atras/Concha
profunda

Leve acopado
Rotados
Normal
Acopadas/Concha profunda
Normal

Rotadas hacia atras



Paciente

o o B~ W N P

10
11
12

13

Continuacion: Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con SD22g11.2.

DEFICIT INTELECTUAL

No

Si

Si

Si
Profundo
Limitrofe

No
Profundo

No

No

No

No

Limitrofe
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OTROS

Manos con dedos largos

Hipoplasia Facial
Hipoplasia Facial
Hipoplasia Facial/ Retraso de lenguaje alalico
Manos con pliegues palmar

Hipoplasia facial/Mentén pequefio

Hipoplasia facial
Extremidades superiores hipoténicas

Pardlisis facial unilateral izquierda



En los pacientes con SD22g11.2 la alteracion palatina que se presentd con mayor frecuencia
fue el PHS (paladar hendido submucoso) que se observo en un 54% (7 pacientes), seguido de
la IVF (insuficiencia velofaringea) en un 23% (3 pacientes), el PH (paladar hendido) en un 15%
(2 pacientes) y en una proporcién igual del 8% la UB (Uvula bifida), LPH (labio/paladar hendido)
y InV (incompetencia velofaringea); tres de los pacientes tuvieron un paladar normal 23% pero
uno de ellos fue el que present6 la incompetencia velofaringea. Fogurall. La mayoria de los
pacientes presentaron anomalias en 0jos, nariz, boca y pabellones auriculares ya sea en la

forma, tamafio y/o posicion.

ALTERACIONES PALATINAS

HPH WPHS WIVF mUB MLPH mInV ENORMAL

Figura 11. Frecuencia de las lteraciones palatinas en pacientes con SD22q11.2

A todos los pacientes se les realiz6 el cariotipo con un patron de 400-550 bandas GTG para
descartar alteraciones cromosémicas numéricas o estructurales. Los 34 (100%) pacientes
presentaron un cariotipo aparentemente normal. En la Figura 13, se observa un cariotipo
femenino normal 46,XX y en la Figura 14, se muestra un cariotipo masculino normal 46,XY

correspondientes a pacientes con el SD22q11.2.
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En la primera parte del analisis de FISH para identificar el SD22q11.2 se utilizé la sonda
TUPLEL en los 34 pacientes con probable SD22q11.2 (Figura 12), 14 (41%) femeninos y 20
(59%) masculinos. Los resultados obtenidos fueron 13 (38%) pacientes

con el SD22q11.2 de los cuales, 5 (15%) son mujeres y 8 (23%) hombres. Los pacientes que
resultaron negativos a la microdelecion del locus (gq11.2) en los cromosomas 22 utilizando la
sonda TUPLEL fueron 21 (62%); 9 (26%) mujeres y 12 (36%) hombres, se les realizé el FISH
con la sonda N25, con la cual los 21 (100%) pacientes resultaron negativos para el SD22q11.2.

Figura 14.

FISH CON SONDA TUPLE1

20
18
16

14
12
10
8
6
4
2
0
1.

FEMENINO MASCULINO
B PROBABLES PACIENTES SD22¢11.2 14 20
mPOSITIVOS SD22q11.2 5 8
NEGATIVOS SD22q11.2 9 12

Figura 14. Andlisis de la técnica de FISH utilizando la sonda TUPLEL en los pacientes con
probable SD22q11.2.
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FISH CON SONDA TUPLE1y N25

20
18
16
14
12
10

8

6

4

2

0

FEMENINO MASCULINO

mPACIENTE PROBABLE SD22q11.2 14 20
= NEGATIVO TUPLE1 9 12
POSITIVO N25 0 0

Figura 15. Comparacion de los resultados de la técnica de FISH con la sonda TUPLE1 y N25

En la Figura 16, A y B se muestra el FISH positivo para el SD22g11.2. En la figura A se
observan nucleos interfasicos, las flechas amarillas sefialan la secuencia Unica para 22911.2,
se observa una sefial en color rojo fluorescente en cada nucleo, lo que significa que hay una
microdelecion en locus(gl1.2) de uno de los cromosomas 22; las sefiales verdes fluorescentes
gue se observan en los nucleos interfasicos corresponden a la sonda de secuencia Unica
ARSA locus (22g13) que se utiliza como testigo para asegurarnos que se trata del cromosoma
22. En la figura B se muestra una metafase, la flechas amarilla sefiala la secuencia Unica para
22911.2, donde se observan dos sefiales de color rojo fluorescente en uno de los cromosomas
22y en el otro cromosoma no se observa la sefal roja, lo que significa que en este cromosoma
hay una microdelecion del locus (qll.2), las cuatro sefiales verdes fluorescentes,
corresponden a la sonda de secuencia unica ARSA locus (22g13) que se utiliza como testigo
para asegurarnos gque se trata del cromosoma 22.
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En la Figura 17, A y B se muestra la forma negativa para el SD22g11.2 utilizando la sonda
TUPLEL. En la figura A se observan nucleos interfasicos, las flechas amarillas sefialan la
secuencia Unica para el locus (22g11.2), se observan dos sefiales rojas fluorescente, lo que
significa que no hay una microdelecién.También se observan dos sefiales verdes fluorescentes
gue corresponden a la sonda de secuencia Unica ARSA locus (22913) que se utiliza como
testigo para asegurarnos que se trata del cromosoma 22. En la figura B se muestra una
metafase, las flechas amarillas sefialan la secuencia Unica para el locus (22911.2) y se
visualizan cuatro sefales rojas fluorescente, dos en cada cromosoma 22, lo que significa que
no hay microdelecion, las cuatro sefiales verdes fluorescentes que corresponden a la sonda
de secuencia Unica ARSA locus (22g13) que se utiliza como testigo para asegurarnos que se

trata del cromosoma 22.

Si mostraramos una de las fotografias obtenidas de la técnica de FISH con la sonda N25
observariamos lo mismo que en la figura 16 de la técnica de FISH con sonda TUPLE1 negativa
para SD22q11.2.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la técnica de FISH con la sonda TUPLEL,
nomenclatura de ISCN (2016) en pacientes positivos para el SD22q11.2 y en la tabla 4, los
resultados de la técnica de FISH con la sonda TUPLE1 y N25, nomenclatura de ISCN (2016)

en pacientes negativos para el SD22q11.2.
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Figura 16 FISH con sonda TUPLEL1, positivo para SD22q11.2,
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Figura 17 FISH con sonda TUPLE1 y N25, negativo para SD22q11.2.
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Tabla 3 Resultados de la técnica de FISH con la sonda TUPLE1, nomenclatura de ISCN (2016) en pacientes positivos para el SD22q11.2.

Pacientes ISCN

1 46,XX.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22913.3(ARSAX2).
2 46,XY.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
3 46,XX.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
4 46,XX.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22913.3(ARSAX2).
° 46,XY.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
6 46,XY.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
! 46,XY.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
8 46,XY.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
9 46,XX.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
10 46,XX.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
11 46,XY.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
12 46,XY.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
13

46,XY.ish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2). nucish del(22)(q11.2)(TUPLE1-),22q13.3(ARSAX2).
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Tabla 4 Resultados de la técnica de FISH con la sonda TUPLE1 y N25, nomenclatura de ISCN (2016) en pacientes negativos para el

Pacientes

1

10

SD22q11.2.

TUPLE 1

46,XY.ish 22911.2(TUPLE1x2),220913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22G13.3(ARSAX2).
nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22G13.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22911.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22G13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22911.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 229q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22G13.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).
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N25

46,XY.ish 22911.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22g11.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22911.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22g11.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22911.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22911.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22g11.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22911.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22g11.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22g11.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).



Pacientes

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

TUPLE 1

46,XX.ish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22G13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22G13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22g13.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22G13.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XX.ish 22q11.2(TUPLE1x2),22g13.3(ARSAX2).

nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

46,XY.ish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

nucish 22g11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).

65

N25

46,XX.ish 22911.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).
46,XY.ish 22911.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).
46,XY.ish 22911.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).
46,XY.ish 22q11.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).
46,XY.ish 22911.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).
46,XY.ish 22q11.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).
46,XX.ish 22911.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).
46,XX.ish 22q11.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).
46,XY.ish 22911.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22913.3(ARSAX2).
46,XX.ish 22911.2(N25x2),22913.3(ARSAX2).
nucish 22q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).
46,XY.ish 22q11.2(N25x2),22q13.3(ARSAX2).
nucish 229q11.2(TUPLE1x2),22q13.3(ARSAX2).



DISCUSION

El SD22g11.2 es causado por una microdelecion intersticial de 1.5 a 3 Mb en la banda q11.2
del brazo largo del cromosoma 22, es considerada la delecion mas frecuente en los seres
humanos con una prevalencia de 1/4000 nacidos vivos. Se han reportado méas de 180
caracteristicas clinicas, no todas las manifestaciones clinicas se presentan en el 100% de los
casos porque el SD22g11.2 presenta penetrancia y expresion variable por lo que no ha sido

posible establecer un diagnostico certero por manifestaciones clinicas.

En este trabajo el objetivo principal era diagnosticar el SD22ql11.2 mediante el estudio
citogenético molecular de FISH utilizando las sondas comerciales TUPLE1 y/o N25, sin
embargo, no podriamos dejar de mencionar las caracteristicas clinicas que se observaron y

compararlas con lo estudiado en otras investigaciones.

En estudios realizados del SD22g11.2 en América en poblacion hispana, la cardiopatia
congénita es una de las manifestaciones clinicas que se reporta con mayor frecuencia,
Repetto, en 2009, estudié 208 pacientes chilenos reporto el hallazgo de 59.6% de cardiopatias,
Botto, en 2003, realiz6 un estudio poblacional y reporté la presencia de alteraciones cardiacas
en el 81%. En México un estudio realizado en el Hospital Infantil Federico Gdmez (Marquez-
Avila et al., 2015) reporté un 97% de anomalias cardiacas, en nuestro estudio ninguno de
nuestros pacientes presento alteracion cardiaca, esto podria deberse a que el Hospital Infantil
es un centro de referencia para el manejo quirargico de cardiopatias congénitas en tanto que
en el INR por protocolo si llega un paciente con alteracion cardiaca es referido al Instituto de
Cardiologia por lo tanto los defectos cardiacos no forman parte de las caracteristica cruciales
para sospechar de SD22g11.2 en los pacientes que acuden al INR y nuestra poblacion podria
estar dentro del 30% de pacientes con SD22g11.2 que no presentan cardiopatia y que el
motivo principal de consulta son las alteraciones de lenguaje y del habla asociadas a

alteraciones palatinas si son causa referente de consulta.

De las alteraciones palatinas, la incidencia de paladar hendido ha sido reportada en la
poblacién con SD22g11.2 con un amplio rango, con una incidencia baja de 8% (Swillen, 1999)

y una tan alta como 85-98% (Thomas, 1997) esta variacion podria depender del modo de
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comprobacién. En general la mayoria de los estudios reportan un rango entre el 40 al 70%. En
nuestros pacientes, la alteracion palatina que se presenté con mayor frecuencia fue el PHS
gue se observo en un 54% (7 pacientes), seguido de la IVF en un 23% (3 pacientes), el PH en
un 15% (2 pacientes) y en una proporcion igual al 8% la UB, LPH y InV, tres de los pacientes
tuvieron un paladar normal 23% pero uno de ellos fue el que present6é la incompetencia
velofaringea izquierda, tal vez como consecuencia de que también presento hemi paralisis del
lado izquierdo. Al respecto, Repetto en 2009, solo reporté insuficiencia velofaringea en 20.9%
en su poblacion estudiada. En la poblacion de pacientes estudiada en el Hospital Infantil de
México (Marquez-Avila et al.,, 2015) no reportaron como un hallazgo clinico anomalias
velofaringeas, pero si observaron paladar hendido submucoso en 72% (33 de 46 pacientes)
una frecuencia mas alta con respecto a la encontrada en nuestros pacientes que fue 54% (7
de 13 pacientes), sin embargo, ellos observaron paladar hendido en 9% (4 de 46 pacientes) y
nosotros en un 15% (2 de 13 pacientes) una frecuencia mayor, esto podria deberse a la

diferencia del tamafio de poblacién y los criterios de inclusién para cada estudio.

Una de las caracteristicas clinicas observada en nuestros pacientes, que forma parte de las
180 caracteristicas asociadas al SD22g11.2 y que podrian tener relevancia en nuestra
poblacion, son las alteraciones de nariz, sobre todo la punta bulbosa que se observé en 77%,
narinas antevertidas o hipoplasicas en 85% y el puente nasal deprimido en 46%, éstas junto
con las alteraciones palatinas como el paladar hendido submucosos (54%), paladar hendido
(15%), la uvula bifida (8%), la insuficiencia velofaringea (23%), ademas de las alteraciones de
los pabellones auriculares (tamafio, forma y posicion) y las alteraciones de lenguaje, podrian
ser rasgos clinicos especificos para sospechar del SD22q11.2.

A todos los pacientes se les realiz6 cariotipo con la técnica de bandas GTG y todos resultaron
normales, pero hay que tener en cuenta que con esta técnica de citogenética convencional
solo se pueden observar deleciones mayores de 4Mb. Sin embargo, era importante realizarla
para descartar que los pacientes no tivieran un rearreglo cromosomico asociado al SD22q11.2

ya sea de novo o heredado por alguno de sus progenitores.

Los informes iniciales de los estudios con FISH en la deteccion del SD22q11.2 reportaban una

tasa de precision del 80%, pero actualmente estas pruebas de FISH son precisas en el 99.9%
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de los casos. (Shprintzen, 2005). Entonces si en un paciente el FISH para el SD22q11.2 es
negativo, no tiene SD22q11.2, pero si la microdelecion estéa presente, entonces el paciente
tiene SD22q11.2.

De 34 pacientes que fueron enviados con probable SD22qll1.2, al realizar el andlisis
citogenético molecular con FISH utilizando la sonda TUPLE1 que identifica la delecién de 3MB,
veintiun (62%) pacientes resultaron negativos y trece (38%) positivos para el SD22g11.2, a los
pacientes que resultaron negativos para microdelecion 22g11.2 se les realiz6 el FISH usando
la sonda N25 que identifica la microdelecion de 1.5MB, los 21 pacientes resultaron negativos
para el SD22q11.2. Por lo que es necesario que siempre que se sospeche del SD22qg11.2
realizar el analisis citogenético molecular con la técnica de FISH utilizando las diferentes
sondas que existen comercialmente: TUPLEL o N25, y de existir una cardiopatia congénita se
podria utilizar la sonda comercial de la secuencia Unica para el gen TBX1 que podria ser un
factor importante para la deteccion de pacientes con cardiopatia congénita y la microdelecion
22q11.2.

Ademas, es importante realizar los estudios de cariotipo por la técnica convencional y el
analisis molecular por FISH utilizando la sonda TUPLEL en los padres de los pacientes que
tienen el SD22q11.2 para descartar si la microdelecion es de novo o heredada por alguno de
sus progenitores es decir una herencia autosémica dominante, el tener esta informacién es de
suma importancia para que el médico genetista proporcione el asesoramiento genético

adecuado.
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CONCLUSIONES

» El andlisis citogenético molecular de FISH utilizando la sonda TUPLEL abarca la microdelecién
de 3Mb, que funcione como estudio preliminar para el diagnéstico de SD22g11.2 en pacientes
con socpecha del SD22qg11.2. De resultar negativo, si se puede realizar el FISH utilizando la
sonda N25 o la TBX1.

» La prueba FISH utilizando la sonda N25 es una prueba confirmativa para el diagndéstico
SD22g11.2 presenta la delecion por presentar genes sobrelapados que solo la identifica esta
sonda.

» El diagnostico certero del SD22q11.2 realizando estas pruebas es relevante para que el medico
genetista proporcione el asesoramiento genético, ademas de que un grupo multidisciplinario de
especialista proporciones el bordaje necesario al paciente.

» Existe otros métodos como el PCR tiempo real, MLPA o CGH-microarreglos que nos pueden
proporcionar la localizacion de los puntos de ruptura y el tamafio preciso de la microdelecién e
incluso detectar microdeleciones atipicas, sin embargo el estudio citogenético molecular de
FISH es costeable por lo que se le sigue considerado estandar para el diagnostico certero del
SD22q11.2.
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ANEXO .

DISENO DE LA INVESTIGACION

» Se trata de un estudio observacional, descriptivo y transversal.

UNIVERSO DE TRABAJO

Se realiz6 la revision de bitacoras de resultados del Laboratorio de Citogenética Molecular del
afio 2015y se seleccionaron aquellos pacientes que fueron enviados con probable SD22q11.2.
A los pacientes seleccionados y a todos los pacientes con probable SD22q11.2 que acudieron
al Servicio de Genética del Instituto Nacional de Rehabilitacion de enero del 2016 a diciembre
del 2017 se les realizé el estudio de FISH utilizando la sonda comercial TUPLE1, cuando el
resultado fue negativo, se les realizé el estudio de FISH usando la sonda comercial N25. En
todos los casos se realiz6 una revision de los expedientes clinicos electronicos, capturando los

datos clinicos relevantes para la realizacion de la relacién fenotipo-genotipo.

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con probable SD22q11.2
Cualquier género

Cualquier edad

Y V VYV V

Pacientes menores de edad en los que sus tutores aceptaron su participacién en el
estudio mediante su autorizacién en la carta de consentimiento informado.
» Pacientes adultos que aceptaron participar en el estudio mediante su autorizaciéon a

través de la carta de consentimiento informado.

CRITERIOS DE EXCLUSION

» Pacientes cuyo fenotipo fue diferente al SD22q11.2.
» Pacientes cuyo cariotipo de bandas GTG resulté con otro tipo de alteracion
cromosomica.

» Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.
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> TAMANO DE MUESTRA
» Se realizd, por conveniencia, en pacientes que acudieron al Servicio de Genética y se
diagnosticaron como probable SD22q11.2.

VARIABLES DE ESTUDIO

NOMBRE DEFINICION OPERACIONAL ESCALA DE MEDICION

NOMBRE Denominacion individual de acuerdo al registro de Nominal

cada paciente

REGISTRO Numero asignado por parte del archivo para el Nominal

expediente clinico.

SEXO Pertenencia de género, donde M es masculinoy F Categorica dicotomica
femenino.
EDAD Tiempo transcurrido en afios y meses desde el Cuantitativa continua

nacimiento hasta el ingreso del estudio
FACIES SUGESTIVA | Caracteristicas tipicas del SD22q11.2 presentes: Categoérica

epicanto

hipertelorismo

ptosis palpebral

puente nasal deprimido

nariz bulosa

alas nasales hipoplasicas

tipo de filtrum

implantacién baja de pabellones auriculares.
pabellones auriculares en asa
hélix rotados y/o plegados
paladar hendido

paladar hendido submucoso
insuficiencia velofaringea

Gvula bifida

comisuras labiales descendidas
boca pequefia

retrognatia

CARIOTIPO Complemento cromosomico de un individuo. Categorica dicotémica
Fotografia de los cromosomas apareados segun la
clasificacion ISCN 2016.

46,XX. 0 46,XY.
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MICRODELECION Perdida de la regién cromosomica q11.2 de uno de los Categorica dicotomica
22ql11.2 cromosomas 22 confirmada mediante FISH. Positivo o
Negativo
REACTIVOS

Medio de Cultivo PB-Max

Colchicina (10mg/mL) No.CAS 64-86-8
L-Glutamina No. CAS 56-85-9
Timidina SIGMA No. CAS 365-08-02
Fitohemaglutinina No. CAS 9008-97-3

Solucién Hipotonica KCL 0.075M

Etanol No. CAS 64-17-5

Agua Destilada Millipore Elix No.CAS 7732-18-5
Tripsina No. CAS 9002-07-7

Solucién Buffer de Sorensen pH 6.8

Colorante Giemsa liquido SIGMA No. CAS 51811-82-6
Colorante Wrigth liquido SIGMA No. CAS 68988-92-1
Entellan

Xilol No. CAS 1330-20-7

Solucién Salina Doble Citratos

NP 40 No. CAS 9016-45-9

Etanol 70% 85% y 100% No. CAS 64-17-5

Sonda Vysis TUPLEL1 y N25

vV VvV VY Vv VvV VvV V¥V ¥V VYV VvV ¥V V V¥V ¥V VYV ¥V V V V VY

DAPI-Antifade de Q-Biogene
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TECNICA DE CULTIVO Y COSECHA DE LINFOCITOS EN SANGRE PERIFERICA.

1. Para dar un buen uso, manejo y procesamiento adecuado a la muestra de sangre venosa
periférica, el cultivo se realiza en la campana de flujo laminar, la persona que lo realizé

utilizé bata, cubre bocas y guantes durante el proceso para evitar contaminacion

2. En un tubo de polipropileno estéril del5 mL rotulado con la fecha, nombre y nimero de
caso del paciente, se colocaron 4.5mL de medio de cultivo (RPMI 1640) suplementado con
0.5mL suero bovino fetal, 0.1mL de antibioticos (penicilina/estreptomicina), 0.1mL de I-
glutamina, 0.1mL de fitohemaglutinina, 0.1mL de timidina y 1mL de la muestra de sangre.
Se incubo a 37° C durante 70 horas. La muestra se trabajo por duplicado.

3. Cumplidas las 70 horas de incubacion, se adicionaron 70uL de solucién de colchicina al
0.02 %. Se incub6 a 37°C por 30 min. Se centrifugaron los tubos a 1900 rpm durante 10

min. Se decantd el sobrenadante y resuspendié el boton.

4. Eltubo con la muestra se agit6 en el vortex y se aford a 10 ml con solucion hipotonica (KCL
0.075 M) a 37°C. Se dej6 en la incubadora durante 30 min a 37°C.

5. La prefijacion del cultivo se llevé a cabo agregando 10 gotas de fijador recién preparado
(metanol-acido acético 3:1). Se dejé reposar 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugé
a 1900 rpm durante 10 min. Se decant6 el sobrenadante y resuspendié en 5mL de fijador.
Esta operacion se repitid cuantas veces fue necesario para obtener un boton blanco y un

sobrenadante claro (aproximadamente 3 veces).

6. Para hacer laminillas: se decant6 el sobrenadante y al botdn blanco se le adicionaron de 1-
2 ml de fijador para resuspender, se tomé con la pipeta Pasteur y se dejaron caer 3 gotas
sobre cada laminilla limpia, fria, hUmeda y marcada con el nimero de caso. Se dejo secar

a temperatura ambiente.
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7. La laminilla se observd al microscopio en contrate de fases, para ver si hubo un buen
crecimiento. Si hubo un buen indice mitético se realizaron laminillas que se utilizaron para

la realizacion de la técnica de bandas GTG y FISH.

BANDAS GTG

1. Las preparaciones cromosomicas para bandas G se “envejecieron” en la estufa a 90°C por

una hora.

2. Las laminillas se colocaron en una solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8 con tripsina
0.25 EDTA en bafio maria a 37°C, por un lapso de 1-15 segundos (los tiempos son variables
dependiendo del envejecimiento de las laminillas), se determiné el tiempo de tripsinizacion

por cada caso.

3. Las laminillas se lavaron con solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8.

4. Las laminillas se tifieron de 1-2 min. en colorante Wright (10 ml. de solucién stock de Wright

y 40 ml de solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8).

5. Las laminillas se tifieron de 2-5 minutos en Giemsa (3 ml de solucién stock de Giemsa y 47
ml de buffer de fosfatos pH 6.8).

6. Las laminillas se lavaron con agua corriente y se dejaron secatr.

7. Las laminillas se montaron con entellan y se analizaron.

8. Se analizaron 25 metafases en relacion al nimero y estructura cromosomica en un

microscopio optico Carl Zeiss Imager a un aumento de 100X.

9. Se tomaron y almacenaron un minimo de 5 fotografias digitales de metafases en el disco

duro de la computadora que esta conectada al microscopio.

10.Se armo el cariograma empleando el software lkaros de Metasystems.
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11.Los resultados se anotaron en la libreta de registro de pacientes del Laboratorio de
Citogenética. Se elaboraron los reportes con los datos del paciente y el resultado del
cariotipo empleando la nomenclatura de ISCN, 2016. Se imprimieron 3 copias del

cariograma que fueron entregados al médico genetista correspondiente.

Técnica de Hibridacion in situ por Fluorescencia (FISH).

1. Pre-tratamiento: se colocaron las laminillas en un vaso Coplin de 50mL con la solucion
2XSSC/0.5%NP40 a 37°C por 15 min.

2. Las laminillas se deshidrataron con los alcoholes graduales (70%, 85% y 100%) 2 min en

cada uno. Se dejaron secar al aire.

3. Posteriormente a las laminillas se les colocé la mezcla de la sonda elegida, se cubrieron

con cubreobjetos de 22x22 y se sellaron con cemento iris.

4. Se dejaron desnaturalizando a 75°C durante 10 minutos (Thermo-Brite).

5. Se incubaron en una cadmara humeda por 24 horas a 37°C (Thermo-Brite)

6. Se retird el cemento iris con cuidado y se colocaron las laminillas en un vaso Coplin de

50ml con solucién 2XSSC/0.1% NP40 durante 2 min a temperatura ambiente.

7. Las laminillas se lavaron en la solucion 0.4XSSC/0.3%NP40 durante 2 min a 72°C sin
agitacion. Se calculo que por cada laminilla que se coloco en el Coplin, la temperatura se

bajé un grado centigrado aproximadamente.

8. Las laminillas se lavaron en la soluciéon 2XSSC/0.1%NP40 durante 1 min a temperatura

ambiente.

9. Las laminillas se deshidrataron con alcohol (70%, 85% y 100%) por 1 min.
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10.Las laminillas se dejaron secar al aire protegidas de la luz.

11.A las laminillas se realizé la contra tincibn con DAPI-Antifade 1:1. Se les colocaron los
cubreobjetos de 22x22.

12.Las laminillas se analizaron en microscopio Carl Zeiss Imager de fluorescencia con filtros

para triple banda a un aumento de 100X,

13.Se describiod lo observado de acuerdo a la nomenclatura de ISCN, 2016.
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PREPARACION DE REACTIVOS PARA ANALISIS CITOGENETICOS.

COLCHICINA 0.02 %.
» Colchicina 0.02 g.
» Agua destilada estéril 100 mL

SOLUCION HIPOTONICA DE KCL 0.0375 M.
» KCL 2.80g.
» Agua destilada 1.0 Lt.

FIJADOR DE CARNOY. (METANOL-ACIDO ACETICO 3:1)
» Metanol 75 mL

> Acido acético 25 mL

BUFFER DE FOSFATOS pH 6.4

» Fosfato de Potasio Monobasico KH2PO4 6.63 g.

» Fosfato de Sodio Dibasico Na2HPO4 2.56 g.

» Agua destilada 1.0 Lt.
TRIPSINA

» Tripsina US Biological 0.03 g

» Buffer pH 6.8 50 mL

COLORANTE GIEMSA
> Solucién Giemsa 5 mL
> Buffer pH 6.8 45 mL

COLORANTE WRIGHT

» Solucién Wrigth 10 mL
> Buffer pH 6.8 40 mL
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PREPARACION DE REACTIVOS PARA HIBRIDACION IN SITU CONFLUORESCENCIA

SOLUCION DE PRE-TRATAMIENTO 2XSSC/0.5% NP40 ajustar Ph: 7.0

» 20XSSC 10 mi
» Agua destilada 90 ml
» NP40 500 ul

SOLUCION 2XSSC/0.1% NP40 AJUSTAR Ph: 7.0

» 20XSSC 10 ml
» Agua destilada 90 ml
> NP40 100 ul

SOLUCION 0,4XSSC/0.3% NP40 AJUSTAR Ph: 7.0

» 20XSSC 2ml
» Agua destilada 98 ml
> NP40 300 ul

SONDA VYSIS DiGeorge REGION LSI TUPLE1

» Buffer de Hibridacion 7 ul
» Agua inyectable 1ul
» Sonda 0.5 ul

78



[nstituto Nacional
SA LUD de Rehabilitacién
SECRETARIA DE SALUD INR

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a de de 20

A quien corresponda:
Por medio de la presente hago de su conocimiento que he dado mi consentimiento para participar en el estudio " Estudio

Citogenético Molecular utilizando la Técnica de FISH en Pacientes con Probable Sindrome de Delecion 22q11.2” que
realizara en el laboratorio de Medicina Gendmica del Centro Nacional de Investigacidn y Atencién a Quemados del Instituto
Nacional de Rehabilitacién lo cual he aceptado libre y voluntariamente. He sido informado sobre el procedimiento del
estudio que consiste en la extraccion de 5 ml de sangre por puncién de una vena periférica del brazo, pudiendo existir como
complicacion la formacién de un pequefio moretén o hematoma. Tengo el entendimiento que de este estudio se obtendra
como beneficio el desarrollo de procedimientos diagndsticos mas eficaces y un mejor conocimiento para el manejo de mi
enfermedad. Asi mismo, autorizo el que se realice un registro escrito o grafico (fotografias y/o video) del proceso, estoy de
acuerdo que, de la informacién obtenida, podran obtenerse; publicaciones en revistas cientificas, presentaciones en
congresos y/o conferencias, siendo en forma andnima y responsable, por lo cual no habra remuneracion alguna, ya sea por
el uso o por la publicacién de la informacién. La informacidn obtenida sera confidencial y quedo en el entendimiento que
de este estudio se obtendra un gran beneficio en el estudio genéticoSD22q11.2, por otra parte, estoy en libertad de

retirarme del estudio en el momento que lo desee sin que esto modifique la calidad de atencidn médica que reciba.

NOMBRE DEL PACIENTE:

FECHA DE NACIMIENTO: EDAD:
CARNET: FIRMA:

PADRES O TUTORES
NOMBRE: FIRMA:
NOMBRE: FIRMA:
TELEFONOS:

Jefe Del Servicio de Genética y Gendmica.

Dr. Norberto Leyva Garcia.
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