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RESUMEN

Titulo. Deteccidn de la delecion 22q11.2 por MLPA en una muestra de pacientes con cardiopatia
congénita y descripcion de su fenotipo.

Objetivo. |dentificar la delecion 22q11.2 utilizando MLPA en pacientes con cardiopatia congénita
y dismorfismo craneofacial sugestivo de sindrome DiGeorge. Describir las caracteristicas clinicas
encontradas y la relacion fenotipo-genotipo entre ellas.

Meétodo. Estudio ambispectivo de 182 pacientes captados entre 2012 y 2019 en el Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. Se obtuvo muestra sanguinea de los pacientes con
alguna cardiopatia asociada a dismorfismo facial tipico y se procesaron mediante MLPA kit P250-
B2 (DiGeorge probemix) y/o kit P311-A2 (Congenital Heart Disease) MRC-Holland.

Resultados: Cincuenta y cinco pacientes tuvieron la delecion 22911.2 (30.2%) y 127 no la
tuvieron. Entre los 55 pacientes delecionados, el 38% tuvo Tetralogia de Fallot, siendo ésta, la
cardiopatia congénita mas frecuentemente asociada seguida por Atresia Pulmonar (27%) y
Tronco aretrioso comun (13%). Se encontré una fuerte relacién con arco aortico derecho en 40%
de los casos y subclavia aberrante en 34% de ellos en comparacion con el grupo sin delecion
cromosomica. Los defectos extracardiacos encontrados fueron malformaciones de manos y pies
(61%), defectos plaquetarios (40%), alteraciones de la inmunidad (32%), epilepsia (14%),
esquizofrenia (9%), hipocalcemia (7%) y malformaciones del tracto genitourinario (7%). Se
evaluaron las caracteristicas del timo en una muestra limitada de pacientes con la microdelecion
(n=25) encontrando aplasia o hipoplasia en el 24% de ellos. Se procesaron 153 muestras con
MLPA P250, 47 (30.7%) resultaron positivas para la delecién 22q11.2 y otras 3 resultaron con
duplicacion de la region critica del cromosoma 22. De forma aleatoria se procesaron también 107
muestras con MLPA P311, de ellas, 10 (9%) resultaron positivas para la delecion y ninguna para
otra alteracion génica en los locus investigados. Encontramos 3 pacientes con duplicacion de la

region critica del cromosoma 22g11.2 que comparten caracteristicas fenotipicas similares.

vi



Discusion: Al menos el 30% de nuestros pacientes con cardiopatia y dismorfismo facial tienen
delecion del cromosoma 22q11.2. Al igual que en otras series, la tetralogia de Fallot es la
cardiopatia mas frecuentemente asociada a este sindrome. Las anomalias de la subclavia y el
arco aortico derecho tienen fuerte asociacién con la delecion 22q11.2. Las anomalias
plaquetarias (trombocitopenia y plaquetas gigantes) son mas frecuentes de lo que se ha
estudiado y generalmente pasan inadvertidas aunque pueden representar grandes riesgos de
sangrado durante las intervenciones cardiacas. EI MLPA es una técnica sencilla en comparcion
con el FISH y que ofrece resultados en menor tiempo con practicamente el mismo costo o menor
y que, ademas nos permite evaluar deleciones tipicas y atipicas definiendo claramente el tamafio
y el sitio de la delecion pueden ayudar a hacer relaciones entre el genotipo y el fenotipo de cada
paciente.

Conclusiones: Aun nos queda por definir qué alteraciéon genética es la causante del espectro
clinico del resto de nuestros pacientes, sin embargo; cada vez el estudio molecular nos acerca
mas a descubrir esta interrogante. La verdadera importancia de estos estudios radica en que al
conocer la etiologia de las alteraciones del desarrollo podremos realizar la deteccion de
anomalias genéticas de forma oportuna, idealmente en la etapa fetal, establecer una conducta
terapéutica a seguir, asesorar a la familia, modificar la historia natural de la enfermedad

mejorando la calidad de vida e incluso en algin momento, prevenir la enfermedad.
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1. INTRODUCCION
La delecion 22g11.2 es la microdelecion mas comun en humanos, y es responsable de
causar el Sindrome de delecién 22q11.2 (SD22q11.2) (término MeSH "Sindrome de
DiGeorge"; MIM # 188400, # 192430) que incluye multiples anomalias congénitas y del
desarrollo neurolégico con amplia variabilidad fenotipica’. En 1965 el Dr. Angelo Mari
DiGeorge, pediatra norteamericano, describidé un grupo de bebés con ausencia congénita
del timo y las glandulas paratiroides como parte de la constelacion de signos y sintomas
de este sindrome, y a partir de ahi ha tomado diversos nombres incluyendo el sindrome
de DiGeorge, anomalia conotruncal y sindrome velocardiofacial. Actualmente, en un
esfuerzo por ser lo mas sistematicos y precisos posibles, se recomienda utilizar la
nomenclatura genética y nombrar como sindrome de delecion 22q11.2 a aquellos que
cuenten con la microdelecion del cromosoma y como sindrome de DiGeorge a los que
tienen un fenotipo clasico pero es debido a otra causa genética (generalmente no

establecida) 2.

1.1 Epidemiologia

No existe preferencia reportada por grupo étnico ni por sexo, afecta de igual manera a
hombres y mujeres. Las estimaciones de la frecuencia de la delecion 22911.2 en la
poblacién general varian entre 1/4000 a 1/6000, aunque la mayoria de los estudios
reportados estan sujetos a sesgos de subvaloracién y derivacion. Estudios recientes
realizados en cohortes prenatales han indicado una mayor incidencia prenatal de =1/1000
3. En 2017, Maisenbacher y colaboradores 4 en EUA realizaron un estudio en una cohorte
de 22,451 de muestras de abortos espontaneos, las cuales fueron analizadas con

microarreglos de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) encontrando la delecion



22g11.2 en 15 muestras, lo que representa una incidencia global de 1/1497 mayor a la
reportada en otra literatura. Doce de esas muestras ademas se reportaron sin anomalias
cromosomicas detectadas por cariotipo y, el 80% de ellas estaban presentes en el
cromosoma heredado por via materna.

Es posible que la incidencia incremente con el paso de los afnos ya que los adultos
afectados con esta entidad cada vez aumentan mas su sobrevida, los que antes fallecian
por defectos cardiacos ahora llegan a la edad adulta y cada vez mas de ellos culminan la
etapa reproductiva.

El diagndstico de muchos pacientes se realiza posterior a la deteccion de cardiopatia
congénita (~75%) lo que deja a los individuos menos gravemente afectados sin
diagnosticar. En paises subdesarrollados y en vias de desarrollo como México, el
diagnostico es aun mas complicado pues no todos los centros cuentan con laboratorios de

biologia molecular, y la realizacidn de un estudio especializado es costoso.

1.2 Fenotipo

El sindrome de deleciéon 22q11.2 puede incluir dismorfismo facial, anomalias del paladar,
defectos cardiacos congénitos, hipoparatiroidismo hipocalcémico, deficiencia inmunitaria,
discapacidad intelectual y anomalias psiquiatricas entre muchas otras (Tabla 1).

Los hallazgos faciales tipicos consisten en una cara verticalmente larga, fisuras
palpebrales estrechas y oblicuas hacia abajo, raiz nasal ancha con punta bulbosa, regién
malar aplanada (hipoplasia medio-facial), retrognatia, implantacién baja de pabellones
auriculares y hélix sobreplegado (Figura 1). Sin embargo; el fenotipo es variable y las
diferentes etnias pueden dificultar el diagndstico. La mayoria de los estudios que existen

hasta ahora se basan en individuos de ascendencia europea siendo escasos los realizados



en latinoamericanos. En 2017 Kruszka y colaboradores ° publicaron un estudio en el que
utilizaron tecnologia de analisis facial para caracterizar los rasgos tipicos de este sindrome;
incluyeron 127 fotografias de pacientes con diagndstico confirmado de delecién 22g11.2
pertenecientes a 11 paises diferentes que agruparon por etnias (caucasicos, africanos,
asiaticos y latinoamericanos), y reportaron como rasgos tipicos en latinoamericanos las
anomalias nasales, fisuras palpebrales estrechas y parpados encapuchados; y, como
hallazgos comunes en todas las etnias, la cardiopatia congénita y los problemas de

aprendizaje.

Figura 1. Fotografias de pacientes del INCICH con delecion 22q11.2 donde se observa facies tipica
con fisuras palpebrales estrechas, raiz nasal ancha y punta bulbosa, implantacién baja de pabellones
auriculares, hélix acopado y retrognatia.

Otros hallazgos tipicos de este sindrome son las alteraciones del timo, aplasia o hipoplasia,
lo que conlleva a alteraciones de la inmunidad por deficiencia de linfocitos T e infecciones
recurrentes que se han reportado hasta en el 75% de los casos. Asi mismo, se acompanan
de aplasia o hipoplasia de glandulas paratiroideas y alteracion del metabolismo del calcio,
lo que conduce a hipocalcemia. Se ha reportado que la hipocalcemia puede presentarse
en cualquier etapa de la vida de estos pacientes y que generalmente suele ser transitoria

y asociada a eventos de estrés como infecciones o posterior cirugia cardiaca & .



Dentro de las cardiopatias congénitas, las troncoconales son las mas asociadas al
sindrome de delecion 22q11.2 (Tetralogia de Fallot, Interrupcion del arco aértico tipo B,
tronco arterioso comun) pero también defectos septales ventriculares y atriales e incluso
defectos del tabique atrioventricular. En el metaanalisis realizado por Rozas et al. ' se
reporta una cohorte de 217 pacientes chilenos con delecién 22911.2 en la que el 57.6%
presentaron defectos cardiacos siendo los mas frecuentes la Tetralogia de Fallot con
14.7%, defectos septales ventriculares en 14.7%, Atresia pulmonar en 5.5% e Interrupcién
del arco adrtico en 5.1% lo que coincide con otro estudio realizado en pacientes mexicanos

por Marquez-Avila y colaboradores 8.

Tabla1. Caracteristicas clinicas mas frecuentes en pacientes latinoamericanos con
Sindrome de Delecién 22q11.2 (www.genome.gov/atlas)

Sistema Hipotonia Cardiacas Cardiopatia  congénita  75%
Nervioso Problemas de aprendizaje especialmente conotruncales
Craneofacial Hipertelorismo Sistema Hipoplasia del timo
Raiz nasal ancha Inmune Disminucion de la produccion de
Punta de la nariz bulbosa células T
Paladar Insuficiencia velofaringea Endocrino Hipoparatiroidismo con
Fisura palatina hipocalcemia
Voz nasal
Ojos Parpado superior cubierto Manos y pies Polidactilia pre y post axial.
Embriotoxdn posterior Pie equinovaro
Oidos Implantacion baja Renal Agenesia renal
Hélices acopadas o cuadradas Rif6n en herradura
Dientes Hipoplasia Gastrointestinal | Problemas de deglucién
Enfermedad periodontal
Esqueléticas | Anomalias cervicales (fusion C2- | Psiquiatricas Espectro autista
C3) o vértebras en mariposa Esquizofrenia
Alteraciones de la conducta

La mayoria de los pacientes con esta microdelecion tiene déficit en las capacidades
cognitivas y se ha reportado que hasta el 25% desarrolla esquizofrenia aunque pueden
desarrollar otras anomalias del comportamiento importantes, como el trastorno por déficit

de atencion y la ansiedad °. Asi mismo, existen varios estudios en los que se ha asociado



a este sindrome con enfermedades autoinmunes, citopenias y predisposicion a cancer '°.
En una revision realizada por Lambert y colaboradores se exponen los principales
hallazgos hematologicos en pacientes con delecion 22g11.2 que incluyen aumento del
tamano y disminucion del numero de las plaquetas con o sin disminucién de la funcién lo

que conlleva mayor riesgo de sangrado .

1.3 Genotipo

La gran mayoria de las deleciones 22g11.2 son de novo y son causadas por eventos de
recombinacion homaéloga no alélica meidtica entre repeticiones de copia baja (LCR). Existe
reporte de que aproximadamente un 5% se hereda y, cuando esto sucede, existe un riesgo
de recurrencia del 50% con penetracién del 100% y amplia expresividad 2. El riesgo de
recurrencia para 2 padres con un nifo previamente afectado que son genotipicamente
normales generalmente se cita como <1%.

Las repeticiones de copia baja (LCR) en el cromosoma 22 se denominan LCR22 y existen
8 que abarcan la regién 22q11.2, designadas de la A a la H, todas ellas son susceptibles
de reorganizaciones. Las deleciones pueden ser de tamafios variables pero las de 3Mb
(LCR-AaD), 2Mb (LCR-A a C)y 1.5Mb (LCR-A a B) son las mas comunes (Fig.2). Cada
delecién contiene genes diferentes, pero existe una region minima de superposicion, entre
las LCR A y B. Por lo tanto, los pacientes con cualquiera de los tres tipos de delecion
comunes comparten haploinsuficiencia de los genes entre estas dos LCR proximales 2.
Entre estos genes se encuentra TBX1, que codifica el factor de transcripcion T-box 1
considerado el principal contribuyente al fenotipo 22q11.2DS, ya que se ha asociado con

cardiopatia congénita y anomalias del paladar. Otros genes como HIRA, UFD1L y CRKL



también se han identificado como genes candidatos involucrados en malformaciones

cardiacas.

Fig. 2 Vista esquematica de la region cromosomica 22q11.2. El centrémero se representa por el punto negro.
Las cajas verdes ilustran las repeticiones de copia baja (LCR A a E). Se representan las deleciones mas
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comunes por region y frecuencia. Tomado de Rozas et al. Orphanet Journal of Rare Diseases (2019).

Se ha sugerido que la gravedad de las manifestaciones clinicas podria estar asociada con
el tamano de la delecion, ya que, en deleciones mas grandes hay mas genes involucrados,
sin embargo; en un metaanalisis realizado por Rozas y colaboradores ' se concluyé que
no existe evidencia de asociacion entre el tamafo de la deleciéon y la presencia de
cardiopatia congénita o anomalias del paladar, lo que implica que los genes relevantes
para estas manifestaciones estan dentro de la region minima de superposicion entre los 3
tamanos de delecion comunes, y sugieren la presencia de modificadores en otras partes
del genoma. Este estudio incluy6é 8 estudios publicados y una cohorte chilena de 217
casos, logrando un total de 1,523 casos analizados de delecion 22g11.2.

Las variantes fenotipicas extremas observadas en algunos pacientes con SD22q11.2
pueden deberse a mutaciones recesivas en el alelo haploide no deletado. También es
posible que mutaciones menos severas o variaciones en el alelo restante puedan contribuir

a la variabilidad fenotipica en 22q11.2DS 2.



Se ha reportado que ademas de las deleciones atipicas pueden ocurrir duplicaciones casi
con la misma frecuencia debido al mismo mecanismo de recombinacion homologa, sin
embargo; se han identificado con menos frecuencia ya que por FISH las sondas se
superponen visualmente. Usando matrices SNP, las duplicaciones se han encontrado
aproximadamente la mitad de las veces que las deleciones, pero el fenotipo resulta ser
mas leve, caracterizado por retraso en el desarrollo, cardiopatias que incluyen el sindrome
del corazon izquierdo hipoplasico, anomalias palatinas, hipocalcemia, convulsiones,
microcefalia, estenosis traqueal y pérdida auditiva superponiéndose con las de los
pacientes con la delecién 2. La existencia de deleciones atipicas subraya la importancia de
evaluar el tamano de la delecion y de comprender la funcién de los genes en toda la region

22911.2 para delinear las anormalidades individuales y el fenotipo general del trastorno.

1.4 Genes causantes de malformaciones congénitas en SD22qg11.2

Dentro de la regiéon de 3Mb de 22g11.2 hay 45 genes codificadores de proteinas
conocidos, 7 miRNA y 10 genes no codificantes asi como genes codificadores y no
codificadores adicionales. Uno de los mas importantes y mas estudiados es TBX17, que
codifica un tipo de factor de transcripcion T-box y que juega un papel de suma importancia
en diversos procesos embrioldgicos, se expresa en las células que formaran la region
craneofacial, el timo y glandulas paratiroides, el arco adrtico y el tracto de salida cardiaca,
que son las estructuras afectadas en el SD22q11.2; las células que expresan TBX1 se
encuentran dentro del aparato faringeo embrionario, las bolsas faringeas dan origen a la
cara y cuello, las terceras bolsas dan lugar a las glandulas paratiroides y el timo, estas
células comunican sefales a la cresta neural que originan la migracion de sus células hacia

el tracto de salida cardiaco y contribuyen a la morfogénesis de las estructuras afectadas



en SD22q11.2 % '2, En estudios realizados en ratones, la inactivacion de un alelo resulté
en defectos cardiovasculares leves, pero la inactivacion de ambos alelos causé paladar
hendido, aplasia del timo y paratiroides y defectos cardiovasculares '3. La haplosuficiencia
para TBX1 conduce a estructuras precursoras mas pequefias debido a la disminucién de
la proliferacién de células endodermales en los arcos branquiales y al desarrollo deficiente
de la arteria faringea. El desarrollo del arco comprometido posteriormente conduce a un
desarrollo aberrante de las estructuras faciales, paratiroides y timo. Una cascada de
factores de transcripcion regula el desarrollo de la paratiroides y el timo, TBX7 impulsa la
expresion de los objetivos posteriores: FGF8, FGF10, MYF5 y MYOD, estos dos ultimos
regulan el desarrollo de los musculos branquioméricos, quizas explicando las alteraciones
de deglucion. Otro papel importante de TBX7 es en el desarrollo del campo cardiaco
secundario que da lugar al tracto de salida cardiaca, el ventriculo derecho y el mesénquima
cerebral 2 14,

Otro gen involucrado es CRKL ubicado en la region LCR22C-D que codifica una proteina
adaptadora citoplasmatica involucrada en la sefalizacion del factor de crecimiento
fibroblastico 8 (FGF-8); este gen se expresa de manera ubicua en todas las células y actua
en la misma via genética de TBX7 participando en el desarrollo del timo y las glandulas
paratiroides, el arco adrtico y el corazon ademas de que contribuye al desarrollo del tracto
genitourinario '. La haplosuficiencia de GPIbB se ha asociado fuertemente a la
trombocitopenia leve y alteraciones plaquetarias observadas en algunos pacientes .

En cuanto al estudio de los genes involucrados en el desarrollo neurolégico podemos
mencionar a COMT que codifica la enzima catecol-O-metiltransferasa, que a su vez,
participa activamente en el metabolismo de la dopamina; y otro gen estudiado ha sido

PRODH, que codifica la prolina deshidrogenasa que convierte la prolina en glutamato,



implicada en la neurotransmision, sin embargo; el papel de la actividad enzimatica de estas
proteinas para causar déficits cognitivos y / o conductuales aun es controvertida. Otro gen
importante es PIK4CA, ubicado en la region LCR22C-D que codifica la fosfatidilinositol-4-
quinasa alfa y se ha considerado un candidato para la esquizofrenia ® "6,

Los miRNA son pequefios RNA no codificantes que regulan la expresion de genes diana
mediante la union a sitios especificos en RNA mensajeros que causan la represion de la
traduccién o degradacion. En la region 229g11.2 existen varios genes codificadores de
mIRNA como DGCRS8 (Region Critica DiGeorge 8) que aun no estan del todo estudiados
pero que al ser eliminados pudieran ser causantes de las multiples variantes fenotipicas.

deposita la variante de la histona H3.3 en las regiones reguladoras de los genes '2.

1.5 Métodos de deteccion

La delecion del cromosoma 22qg11.2 se identificd originalmente como una delecién
macroscopica visible en un cariotipo, sin embargo; la microdelecion tipica es
submicroscopica, el estudio de hibridacion fluorescente in situ (FISH) utiliza sondas
comerciales como N25 o TUPLE especificas marcadas con fluorescencia que identifican
el cromosoma y una de ellas que hibrida con la region comunmente delecionada; si esta
segunda sonda esta ausente en un cromosoma "marcado”, se establece el diagnostico.
Este analisis de FISH requiere mucha mano de obra y la tecnologia requiere capacitacion
y equipos sustanciales por lo que el tiempo de respuesta suele ser de 3 a 14 dias, ademas
las sondas se asignan a la region LCR22A-B por lo que son capaces de identificar
deleciones tipicas (>90%) pero no las atipicas que ocurren fuera de la region A-B 7. La
amplificacion multiple de sonda dependiente de ligacion (MLPA) es la técnica de referencia

para estudiar las variaciones del nUmero de copias de genes asociadas con la enfermedad,



se puede utilizar para detectar cambios en el numero de copias en cualquier cosa, desde
cromosomas completos hasta exones individuales y es lo suficientemente sensible como
para discriminar las aberraciones en los genes causantes de enfermedades de
pseudogenes altamente similares. EI MLPA utiliza sondas espaciadas en toda la regién
22g11.2 y se puede usar para identificar deleciones tipicas y atipicas; la identificacién de
estas variantes es de particular interés ya que puede proporcionar informacion sobre qué
genes O regiones genomicas son cruciales para las manifestaciones fenotipicas
especificas. El analisis MLPA en SD22qg11 se realiza principalmente con el kit estandar
MLPA P250 DiGeorge (MRC-Holland) que contiene diecinueve sondas para varias
regiones, incluidas 4q35, 8p23, 9934, 10p14, 17p13 y 22q13 como causa del sindrome de
DiGeorge o trastornos con caracteristicas fenotipicas asociadas con estas regiones
(Anexo1). Existe también otro kit de MLPA P311-B2 Congenital Heart Disease (MRC-
Holland) que contiene 41 sondas MLPA que incluyen 8 sondas para el gen GATA4; 4
sondas para el gen NKX2-5; 10 sondas para el gen TBX5; 4 sondas para el gen BMP4; 2
sondas para el gen CRELD1; y 3 sondas para la regién 22q11.2 (GP1BB, DGCRS8 y
CDC45). Estas sondas detectan alteraciones en los genes mas frecuentemente implicados
en el desarrollo de cardiopatias congénitas & 19,

La prueba de microarreglos de todo el genoma (polimorfismo de un solo nucleoétido /
microarreglos de genotipado SNP o hibridacion gendmica comparativa de microarreglos-
CGH) es util cuando no es posible hacer un diagnéstico definitivo basado en la

presentacion clinica o cuando el MLPA no esta disponible.

10



2. ANTECEDENTES

En el ano 2000, Buendia Hernandez y colaboradores realizaron los primeros estudios
genéticos en 2 pacientes del Instituto Nacional de Cardiologia con cardiopatia troncoconal
(Tetralogia de Fallot y Atresia pulmonar con CIV) y fenotipo caracteristico demostrando
con el método de FISH (TUPLE1) la delecién 22911.2 y estableciendo asi la etiologia
genética de estas cardiopatias ?°. Este estudio en su momento fue de caracter prospectivo
y con el objetivo de continuar con el estudio molecular de los pacientes con estas
caracteristicas. Posteriormente, en el afio 2015 Marquez-Avila y colaboradores publicaron
un estudio realizado en el Hospital Infantil de México de 7 afios de experiencia (2005-2012)
en los que se evaluaron a 62 pacientes con sindrome velocardiofacial con delecion
22g11.2 detectada mediante FISH; ellos reportan que la mayoria de los pacientes fueron
identificados por cardidlogos pediatras ya que el 97% de ellos presentaron cardiopatia
congénita, 77% de tipo troncoconal siendo la tetralogia de Fallot la lesibn mas comun
(47%). Encontraron ademas hipocalcemia por hipoparatiroidismo en 37.5% de los casos;
talla baja en 32.5%, paladar anormal en 80% e hipoplasia del timo en 10%, asi como
algunos grados de problemas psicomotores y de desarrollo en 24 pacientes 8. Otro de los
estudios en poblacion mexicana es el de Ramirez VA y colaboradores, realizado en el
IMSS de Guadalajara entre el 2012 y el 2015, en el que se identificaron a 22 pacientes con
delecion 22g11.2 mediante analisis con FISH (TUPLE1). De ellos, el 86% tuvieron algun
defecto cardiaco congénito, principalmente tetralogia de Fallot (52%), 82% tuvieron algun
grado de retraso del desarrollo, 23% con anomalias del paladar y 14% alguna
inmunodeficiencia 2'.

Todos estos estudios nos han demostrado la frecuente asociacion de este sindrome

genético con cardiopatias congénitas troncoconales, siendo por ello diagnosticado
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principalmente por cardiélogos pediatras, sin embargo, acompaiado de muchas otras
alteraciones que demandan la atencion médica multidisciplinaria. No existen estudios
reportados en poblacion mexicana en los que la deteccion de la microdelecion se haya
realizado con MLPA, esta técnica nos permitira no solo determinar la presencia de la
delecion sino el analisis del tamafo de la delecidén y posiblemente el estudio de los genes

involucrados en cada aspecto del fenotipo.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El estudio y el tratamiento de las cardiopatias congénitas ha tenido un progreso acelerado
desde los ultimos 50 anos, sin embargo; aun no tenemos suficientes conocimientos claros
acerca de la etiologia de algunas de ellas. Con las técnicas de estudio cromosdémico se
encontro la delecidon de la region 11.2 en el brazo largo del cromosoma 22 en pacientes
que compartian cardiopatia conotroncal y caracteristicas fenotipicas tipicas. Hoy en dia es
bien conocida la microdelecion del cromosoma 22q11.2 como causa importante de este
sindrome, sin embargo; aun no se halla bien definido el mecanismo genético responsable
de la amplia variablilidad fenotipica en los portadores de la misma delecion. En nuestro
Instituto recibimos nifos provenientes de toda la republica mexicana para el tratmiento de
cardiopatias congénitas, un porcentaje importante tiene anomalias troncoconales y
muchos de ellos comparten caracteristicas fenotipicas especiales que, hasta el momento,
no se han estudiado desde el punto de vista genético. Con la finalidad de saber cuales de
nuestros pacientes tienen tal delecion, y como es el comportamiento y las caracteristicas

clinicas de cada uno de ellos se decidi6 llevar a cabo este trabajo.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cuantos pacientes atendidos en nuestro Instituto con cardiopatias congénitas asociadas
a malformaciones craneo-faciales poseen la delecibn 22911.2 y cuales son sus
caracteristicas clinicas asociadas? ;Por qué si dos pacientes comparten la misma
alteracion cromosémica, uno de ellos desarrolla tetralogia de Fallot y el otro sélo un defecto
septal? ;Qué determina que algunos pacientes tengan alteraciones plaquetarias o
malformaciones genitourinarias y otros no? ;EI MLPA puede brindarnos informacion

genética suficiente para hacer una correlacion genotipo-fenotipo en estos pacientes?

5. JUSTIFICACION
El Sindrome de delecién 22911.2 es uno de los trastornos genéticos mas frecuentemente
asociado a cardiopatia congénita, sin embargo; es subdiagnosticado, en gran medida
porque en nuestro pais las técnicas de biologia molecular son costosas y no estan
disponibles en todos los centros, y, en parte porque las caracteristicas clinicas y la amplia
variabilidad fenotipica no son tan reconocidas como lo son por ejemplo las de la trisomia
21, por lo que el indice de sospecha es menor y la amplia variabilidad fenotipica ha
dificultado la definicién del escenario clinico exacto que justifique la realizaciéon de una
prueba diagndstica. La importancia de su reconocimiento y diagnostico oportuno es
importante para el manejo integral de estos pacientes, pues no solo necesitaran el
tratamiento de la cardiopatia sino que necesitaran seguimiento inmunoldgico,
hematoldgico, neurolégico y por varias especialidades médicas, ademas de que las
comorbilidades que presentan incrementan enormemente su mortalidad. Existen pocos

estudios realizados en nuestro pais que nos brinden un panorama epidemioldgico preciso
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de esta entidad, anteriormente el diagnodstico se realizaba unicamente con técnicas de
hibridacién in situ (FISH) que requieren la realizacion de un cultivo celular y la obtencion
de cariotipos que son tardados, actualmente existen métodos de biologia molecular mas
precisos y con la ventaja de obtener resultados en menor tiempo como el MLPA. Por otra
parte, las familias en riesgo debido a un nifio previamente afectado podrian beneficiarse
de pruebas parentales para definir el riesgo de recurrencia en futuros embarazos y
requeriran del asesoramiento genético para informarles sobre los riesgos de recurrencia 'y

la heterogeneidad fenotipica

De tal manera que el sindrome de delecion 22q11.2 representa un problema de salud poco
reconocido, que involucra a muchas especialidades médicas pero que generalmente inicia
su estudio posterior a la deteccion de cardiopatia congénita asociada, que ademas,
representa la principal causa de mortalidad; por lo que como cardidlogos pediatras
debemos estar 100% familiarizados con el tema para buscar intencionadamente,

reconocer y tratar todos los defectos presentes en estos pacientes.

La importancia de estos resultados reside en que al comprobar la etiologia genética en
algunos de ellos nos permitira establecer el asesoramiento genético y el tratamiento
adecuado a nivel cardioldégico asi como su seguimiento por las multiples disciplinas

médicas que el paciente requiera de acuerdo a los defectos asociados.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General
Detectar la delecion 22q11.2 en una muestra de pacientes del Instituto Nacional de
Cardiologia y describir los hallazgos clinicos, las caracteristicas de la cardiopatia congénita
y los rasgos epidemioldgicos encontrados. Describir si existe alguna correlacion entre el

genotipo y el fenotipo encontrados.

6.2 Objetivos especificos

1. Brindar un panorama general de la presentacion clinica del Sindrome de Delecion
22q11.2 en nifos mexicanos a partir de una muestra de pacientes del Instituto Nacional de
Cardiologia como centro de referencia nacional que permita estimar la frecuencia real de
esta entidad en nuestro pais.

2. Discutir la utilidad del MLPA como técnica molecular para el diagnostico de esta
patologia en comparacion con FISH.

3. Proponer la realizacion de pruebas diagnosticas a todos los pacientes con cardiopatia
congénita y malformacion craneofacial que cumplan con las caracteristicas encontradas

para la deteccion oportuna de 22g11.2SD y el seguimiento médico necesario.

7. MATERIAL Y METODOS

Diseino

Estudio observacional, descriptivo, transversal y ambispectivo. La inclusion de pacientes

se realizé desde el 2012 y hasta diciembre del 2019.
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Poblacion de estudio

Se estudiaron a nifios (0-18 anos) atendidos en el Instituto Nacional de Cardiologia a
quienes se les diagnosticé una cardiopatia congénita en presencia de rasgos faciales
compatibles con Sindrome de DEL22g11.2. Un total de 237 nifios con estas caracteristicas
fueron evaluados inicialmente, sin embargo; se excluyeron del estudio a 55 pacientes
debido a que no se obtuvo la informacion completa de sus expedientes clinicos o0 no se
obtuvo muestra sanguinea suficiente o de buena calidad para realizar el analisis molecular.

Se incluyeron entonces a un total de 182 pacientes.

Evaluacion clinica

A todos los pacientes incluidos en el estudio (n=182) se les realiz6 una evaluacién
cardiolégica siguiendo el formato de historia clinica de pacientes con sindrome
velocardiofacial (ANEXO 1) que incluy® la historia clinica personal y familiar, examen fisico
y evaluaciéon de estudios de imagen (ecocardiograma, tomografia de térax, resonancia
magnetica y estudios de hemodinamia). Los datos obtenidos del interrogatorio y la
evaluacion clinica se complementaron con los datos obtenidos del expediente clinico y se

concentraron en una hoja de Excel disefiada especialmente para este estudio.

Los rasgos clinicos fueron categorizados por una genetista clinica y evaluados por un
pediatra. Se evaluaron también los valores de laboratorio del ingreso de los pacientes para
determinar hipocalcemia (Calcio sérico <8mg/dl o 2mmol/L), trombocitopenia (cuenta
plaquetaria <150,000) y alteraciones plaquetarias en frotis sanguineo, asi como
radiografias de térax para determinar alteraciones de la columna y reportes de cirugia para

determinar alteraciones del timo (hipoplasia o ausencia).
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Analisis molecular

A todos los pacientes incluidos en el estudio (n=182) se les tomd muestra sanguinea y se
envid al Departamento de Biologia Molecular para extraccion de DNA gendémico y posterior
analisis génico por MLPA para determinar la presencia de delecion 22q11.2. Se utilizd
preferencialmente el kit SALSA MLPA probemix P250-B2 DiGeorge (MRC-Holland) para
el analisis de las muestras y se escogieron de forma aleatoria algunas muestras para
analisis con el kit SALSA MLPA P311-A2 CHD (MRC-Holland) para investigar alteraciones

génicas en otros locus comunmente afectados en pacientes con cardiopatia congénita.

Se escogieron de forma aleatoria a un tercio de los pacientes incluidos en el estudio (n=62)
a los cuales se les realizé también la prueba de FISH como método confirmatorio de la

delecion.

8. CONSIDERACIONES ETICAS
Todos los padres de los pacientes incluidos aceptaron la participacion en el estudio y
firmaron cartas de consentimiento informado (ANEXO 2). La informacién clinica de los
pacientes asi como de sus familiares permanecera anoénima y sera utilizada unicamente

con fines de investigacion. No existen conflictos de interés en este estudio.

9. PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd estadistica descriptiva (media, promedio, porcentaje, valores minimos y

maximos) para presentar las variables.
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Variables

en la corteza cerebra
produciendo convulsiones.

instauracion de
tratamiento anticomicial.

. . Definicion Tipo de Nivel de
Variable Definiciéon conceptal . . . L.
operacional variable medicion
Condicién organica que Se expresa como hombre Cualitativa Masculino o
Sexo identifica a los seres vivos en 0 mujer segun lo referido : ’ .
. . nominal femenino
masculino y femenino por cada persona
Lugar de i incipi
og - Og%eg O(f:I“ej ea Ir?:cz il g ;I:?\(/:Iaplo Estado de la Republica Cualitativa, Esézdzzlﬁi;la
g . Naci ; ' donde habitan nominal pL
Procedencia acionalidad de una persona. Mexicana
, Tetralogia de
Diagnéstico de | Alteracion en la estructura y el Se evalla en base al Y Fallot, Tronco
. . ) . ] resultado de datos Cualitativa, .
cardiopatia funcionamiento del corazén . L . arterioso,
. . clinicos, ecocardiograficos nominal -
congénita presente al nacer. o de imagen Interrupcion del
gen. arco, ClIV, etc
Sindrome de Conjunto de signos y Presencia o no de
Delecion sintomas causados por la deleciéon cromosémica Cualitativa, CON o SIN
22011.2 eliminacion de un fragmento determinada por analisis nominal delecion
s cromosomico. genético (MLPA)
ARos cumplidos al
Edad al Tiempo transcurrido a partir momento del diagnostico | Cuantitativa Afios
diagnéstico del nacimiento y el diagnéstico | molecular de delecion del continua
cromosoma 22q11.2
Cualquier rasgo, caracteristica .
Factores de 0 exposicion de la madre que Se |nclutyen enfermedad Cualitati CON o SIN
riesgo aumente la probabilidad de mat(’erna p(rjewa, , valita “{a factores de
maternos sufrir una enfermedad o lesion | 9€nopatia, car |opat|a y nomina riesgo.
en el producto. exposicion a teratégenos,
. . Presencia de familiares
Registro de las relaciones con cardiooatia conaénita
Antecedentes entre los miembros de una malfo‘r)macioneg | Cualitativa CONYy SIN
ili familia junto con sus ’ i
familiares antecedéntes médicos. epilepsia, retraso mental o nominal antecedente
sindrome genético.
Alteraciones anatémicas del Defecto anatémico del
timo que ocurren en la etapa timo visualizado Ausencia
Malformaciones | intrauterina, debido a factores o Cualitativa ; L
. . - " macroscopicamente . Hipoplasia o
del timo medioambientales, genéticos, L, nominal
o consumo de sustancias durante la cirugia normal
nocivas cardiaca.
Se evaluaron mediante Trombocitopenia
i eraciones en el numero, os reportes de citometria o
Alteracion Alt . I nd l rtes de citometri Cualitativa la uetgs ,
laquetaria tamafio o funcion de las hemética realizados ominal pi 2ntes
plaqu ! plaquetas. previo a cualquier r?ogrmales:
intervencion quirurgica. ’
. Determinada en base a
Enfermedad del sistema estudio neuroléaico
nervioso, debida a la aparicién . teced gt d Cualitati P .
Epilepsia de actividad eléctrica anormal previo, antecedente de ualitativa resencia o
convulsiones o nominal ausencia
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sony
Máquina de escribir
Variables


Esquizofrenia

caracterizado por distorsion

Trastorno mental

del pensamiento,
percepciones, emociones,
conducta y conciencia de si
mismo.

Determinada por
evaluacion neuroldgica
previa y tratamiento
farmacologico con
antipsicoticos.

Cualitativa
nominal

Presencia o
ausencia

Hipocalcemia

calcio en la sangre. En nifios
se toma el valor de acuerdo a

Desequilibrio electrolitico
definido por un nivel bajo de

su edad.

Evaluada por los niveles
de calcio sérico en
muestras obtenidas
previas a cualquier

intervencion quirurgica.

Cualitativa
nominal

Hipocalcemia

Calcio normal

Malformaciones
esqueléticas

intrauterina, debido a factores
medioambientales, genéticos,

Alteraciones 6seas que
ocurren en la etapa

o0 consumo de sustancias
nocivas.

Se evaluaron las
radiografias buscando
intencionadamente
escoliosis y anomalias
vertebrales. Y durante el
examen fisico: pectum
excavatum/carinatum, pie
equinovaro, clinodactilia y
camptodactilia.

Cualitativa
nominal

Presencia o
ausencia

Malformaciones
del tracto
genitourinario

Alteraciones del desarrollo
embrionario de las estructuras
derivadas de la yema ureteral

y conducto mesonefrico de
Wolf, ocasionando alteracion

morfolégica y funcional del

tracto urinario (riflones,
ureteros, vejiga y uretra) y
genitales.

Se incluyeron
malformaciones como:
hernias inguinales,
criptorquidia, ectopia
renal, aplasia/hipoplasia
renal, rindn en herradura,
etc.

Cualitativa
nominal

Presencia o
ausencia

Aletraciones
del sistema
inmune

Trastornos causados por
mecanismos del sistema
inmunitario anormales o
ausentes, sean humorales,
celulares, o ambos

Definimos por historia de
infecciones severas
recurrentes o cuenta de
linfocitos menor a la
minima de acuerdo a la
edad.

Cualitativa
nominal

Presencia o
ausencia
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10.RESULTADOS
Se identificaron en total a 237 pacientes con cardiopatia congénita y dismorfismo
craneofacial sugestivo de SD22qg11.2, de los cuales 55 fueron excluidos del estudio ya que
no se obtuvo la informacién completa de los expedientes o la muestra sanguinea fue
insuficiente; por lo que presentaremos los resultados observados en 182 pacientes (n=182)
95 masculinos y 87 femeninos. De éstos, cincuenta y cinco resultaron positivos para

delecion 22911.2 mediante deteccion por MLPA representando el 30.2% de la muestra

(Fig. 3).

Revision de
Pacientes evaluados expedientes y analisis Resultado de MLPA
de muestras

55 positivos
DEL22qg11.2

182 incluidos
237 127 Negativos

55 excluidos

Fig. 3 Distribucion de la muestra

Dentro de las caracteristicas epidemiolégicas, 35 de los casos fueron de sexo masculino
y 20 femenino con una proporcioén 1.75:1 a favor del sexo masculino. La mayoria de los
casos fueron provenientes del Estado de México y la Ciudad de México, seguidos por
Puebla, Oaxaca y Michoacan, observando mayor cantidad de casos provenientes de las
grandes ciudades (Fig. 4). En cuanto a la edad a la que se realiz6 el diagnéstico de la

microdelecion tomamos en cuenta la fecha en que se ingresaron al estudio y se realizo la
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toma de muestra, encontrando un promedio de 4.9 afos con una distribucion por grupos

etarios como se muestra en la Figura 5.

Fig. 4 Distribucion geografica de los casos con Delecién 22q11.2
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En comparacion con el grupo de pacientes sin delecion cromosdmica, en el grupo de
pacientes con SD22qg11.2 se encontraron como factores de riesgo prenatales a 4 madres
con antecedente de cardiopatia congénita y 3 madres con antecedente de sindrome
dismérfico no estudiado. Se investigaron los antecedentes familiares de todos los
pacientes con SD22g11. Ningun paciente tuvo antecedentes familiares de consanguinidad,
pero en 5 de ellos se reporté endogamia. Ocho pacientes tuvieron antecedentes familiares
de cardiopatia congénita, seis de convulsiones/epilepsia, cuatro de esquizofrenia, nueve
de alguna otra malformacién congénita extracardiaca y so6lo dos con algun familiar

diagnosticado con SD22qg11.2.
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] . o La distribucion encontrada para
Fig. 5 Edad al diagnéstico

16 14 15 la frecuencia de las cardiopatias
14
13 9 5 9 congénitas se muestra en la
8
2 Figura 6. La mayoria de los
2 r
0 casos corresponden a Tetralogia
i O & S O
& > > > > -
o N o 6,@ S de Fallot (21 casos) seguidos por
N & & o o
\Q)@ (D{\\ \(b& (0\6 (,\\'e, .
& & oy g o Atresia Pulmonar en todas sus
& v & & ;%
Y Q¢ ?‘6

variedades (15 casos), de éstos,
catorce asociados a CIV y sélo 1 caso con septum interventricular integro. El tronco
arterioso comun represento la tercera cardiopatia mas frecuente con 7 casos, 5 de ellos
clasificados como Tipo | de Van Praagh, 1 del Tipo Il y 1 del Tipo Ill. La Doble via de salida
del ventriculo derecho representé el 5.4% con 3 casos, todos ellos con CIV subadrtica y
denominacion de “tipo Fallot”. Otras cardiopatias menos frecuentes fueron el sindrome de
valvula pulmonar ausente, anillo vascular por subclavia derecha aberrante, la subclavia
derecha aberrante como cardiopatia aislada, doble camara ventricular derecha y

dextromorfismo, cada una de ellas con 1 caso.

Fig. 6 Cardiopatias congénitas mas frecuentes
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Dentro de la evaluacion cardiologica, se determinaron también las alteraciones del arco
aortico, subclavias y retorno venoso sistémico, encontrando los siguientes resultados:

De los casos positivos para deleciéon 22q11.2, veintidos pacientes tuvieron arco aortico
derecho (40%), diecinueve pacientes con origen o trayecto aberrante de las subclavias
(34%) y seis pacientes con persistencia de vena cava superior izquierda (10%). En
comparacion con aquellos pacientes que resultaron negativos para la delecidon
cromosomica, se observa una diferencia significativa en las alteraciones de las subclavias
que solo se presentaron en el 5.5% de los casos (Tabla 2).

Tabla 2. Anomalias extracardiacas asociadas

Anomalias asociadas

DEL22q11.2 (n=55)

Sin delecién (n=127)

Arco aortico derecho 40% (22) 21% (27)
Subclavia aberrante 34% (19) 5.5% (7)
VCS izquierda persistente 10% (6) 12.5% (16)

Los defectos extracardiacos encontrados en los pacientes con SD22q11.2 fueron
malformaciones de manos y pies en 34 pacientes (61%) la mayoria de ellos con
digitalizacién del 5° dedo, so6lo uno con camptodactilia y uno con pie equino varo.
Alteraciones de la inmunidad en 18 pacientes (32%) definidas como disminucién de la
cuenta de linfocitos o historia de internamientos por infecciones recurrentes. Ocho
pacientes (14.5%) contaban con diagndstico neurolégico de epilepsia y 5 (9%) se
encontraban bajo tratamiento antipsicético por esquizofrenia o alteraciones conductuales
con personalidad agresiva, solamente uno de los pacientes con epilepsia tenia reporte de
hidrocefalia y desmielinizacion de la capsula interna por estudio de resonancia magnética,

el resto de ellos no contaban con estudio de imagen o se reportaba normal.
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Se evaluaron los niveles de calcio sérico en las determinaciones previas a cualquier
procedimiento intervencionista o quirurgico para evitar el factor de estrés y se encontré
hipocalcemia so6lo en 4 pacientes (7%), uno de ellos con antecedente de hipocalcemia
neonatal severa. Encontramos 6 pacientes (11%) con alguna malformacién del tracto
genitourinario, 2 de ellos con criptorquidia, 2 con hernia inguinal, 1 con reflujo
vesicoureteral y 1 con ectopia renal + criptorquidia. Solamente 2 pacientes presentaron
alguna alteracion endocrinoldgica, uno con hipotiroidismo y otro con deficiencia de vitamina
D, sin embargo, no evaluamos talla baja en nuestro estudio. En cuanto a las
malformaciones del sistema musculoesquelético, 4 pacientes con escoliosis, 1 con térax

carinatum, 1 con vértebras en mariposa y 1 con hipotonia, siete en total (12%).

FIG 7. DEFECTOS ASOCIADOS SINDROME DE DEL22Q11.2
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Para la evaluacién hematoldgica, se revisaron todos los estudios de biometria hematica
previos a cualquier intervencion quirurgica o intervencionista de cada paciente y se
encontraron un total de 22 pacientes portadores de delecion 22g11.2 con anomalias
plaquetarias, que corresponden al 40% de la muestra; de ellos, 17 portadores de
trombocitopenia (77%) y 11 con reporte de plaquetas gigantes (50%). No evaluamos la
funcién plaquetaria ni el riesgo de sangrado.

Se evaluaron las caracteristicas de una muestra limitada de pacientes que habian sido
sometidos a cirugia cardiaca con acceso a través de esternotomia media y en quienes se
encontro reporte en la nota quirurgica de las caracteristicas del timo. De los 182 pacientes
incluidos en el estudio, 74 cubrieron estas caracteristicas (40%), 25 de los cuales
resultaron ademas positivos para la delecion 22q11.2 y de ellos, el 24% tenia reporte de
hipoplasia o ausencia del timo en comparacién con aquellos pacientes sin delecidn
cromosomica en los que el 10% presentaron estas alteraciones. Los resultados se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas del timo evaluadas durante el transquirurgico de una muestra de pacientes

Con Delecion 22q11.2 Sin delecion Total
Pacientes evaluados 25 49 74
Aplasia/hipoplasia del timo 6 (24%) 5(10.2%) 11 (14.8%)
Timo normal 19 (76%) 44 (89.8%) 63 (85.2%)

En cuanto al analisis molecular, se procesaron 153 muestras con MLPA kit p250-B2
(DiGeorge probemix) de las cuales 47 resultaron positivas para la delecion (30.7%)
encontrando en 8 (17%) de los casos deleciones atipicas y en 39 (83%) la delecidn tipica;

ademas, se encontraron otros 3 pacientes con duplicacion de la region critica del
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cromosoma 22. La correlacion genotipo-fenotipo de estos pacientes se muestra en la Tabla

4 y el analisis de la dosis génica en la Fig.8 y 9.

Asi mismo, se procesaron 107 muestras aleatorizadas con MLPA kit p311-A2 (Congenital

Heart Disease) para investigar si podian compartir algun rearreglo génico en otros locus

comunmente deletados en pacientes con otras cardiopatias congénitas ya que este kit

incluye sondas especificas para diferentes genes relacionados a cardiopatia ubicados en

los cromosomas 3, 5, 8, 12, 14 y 22 incluyendo a GATA4, NKX2-5 y TBX5. De las 107

muestras solo 10 (~9%) resultaron positivas para la delecion tipica del cromosoma 22 y

en ninguna de ellas se evidencio alteracion en otros locus.

Tabla 4. Correlacién genotipo-fenotipo de algunos pacientes analizados con MLPA kit
P250 -B2 MRC-Holland

Alteracion

Anomalias

Problemas

Alteracion

Sl molecular Cerlterriie asociadas | inmunidad | plaquetaria RlEEE RDPM
L . Arco
SD-19-79 Duplicacion | Tetralogia de abrtico No No No No
22q11.2 Fallot
derecho
Duplicacion | Tetralogia de . .
SD-19-82 22q11.2 Fallot Ninguna No No No Si
Dextrocardia,
Duplicacion | discordancia .
SD19-83 22q11.2 AV. DSVD. Ninguna No No No No
EP
Delecion Tetraloia de Valvula
SD-18-67 | atipica (9 9 pulmonar Si Si No No
Fallot
sondas) ausente
Delecion Tronco Doble
SD-18-72 | atipica (9 arterioso arco No No No No
sondas) comun aortico
Delecion Tronco Arco
SD19-97 atipica (9 arterioso aortico No No No No
sondas) comun derecho
Delecion Tetraloia de Arco
SD-16-40 | tipica (14 9 abrtico No No No No
Fallot
sondas) derecho
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tas en pacientes con sospecha de SD22q11.2.

A) Paciente sin delecion (2n). B) Paciente con delecion del LCR-A (1n para los genes CDC45L, GP1BB y

DGCRS8). MLPA mezcla de sondas P311, MRC-Holland.

ias congéni

Fig. 8 Analisis de la dosis génica para cardiopat
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‘SLC25AM"- 3260t
KLKB1*- 184nt
PPPIR3"- 4720t
MSRA*- 427t
GATAS*- 274nt
EHNT1*- 1360t
EHNT1*- 1540t
‘GATAS". 267t
‘GATA3". 301nt
‘TCEB1P3 REGION' - 350nt
ea.mnr 364t

Fig. 9 Dosis génica en diferentes pacientes con sospecha de SD22q11.2. A) Paciente sin delecion (2n). B)
Paciente con delecion completa del LCR-A (1n para los genes CLTCL1, HIRA, CDC45, CLDN5, GP1BB,
TBX1, TBX1, TXNRD2, DGCRS8) C) Paciente con delecion de LCR-A, By C (1n para los genes CLTCL1,
HIRA, CDC45, CLDN5, GP1BB, TBX1, TBX1, TXNRD2, DGCRS8, ZNF4, KLHL22, MED15, SNAP29, LZTR1).
MLPA mezcla de sondas P250, MRC-Holland.
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11.DISCUSION

Una gran proporcidn de los pacientes con cardiopatia congénita que se atienden en
nuestro Instituto poseen alguna alteracion genética clinicamente evidente y, aunque se ha
asumido que la trisomia 21 es la principal genopatia asociada a cardiopatia congénita (con
incidencia 1 de cada 1,000 RNV) , en nuestra experiencia, son menos los pacientes con
fenotipo Down que vemos y prevalece asi el fenotipo del sindrome DiGeorge.

Al contrario que en otros estudios, nosotros encontramos cierto predominio de afectacién
en el sexo masculino. La media de edad al diagndstico correspondié al grupo de los
preescolares seguida de lactantes mayores, esto en parte porque las caracteristicas
faciales suelen ser mas evidentes a esta edad que en el recién nacido o lactante menor,
pero también porque suele ser la edad en la que se manifiesta la clinica de la tetralogia de
Fallot en su forma comun, que resulta ser la cardiopatia mas comunmente asociada a este
sindrome, y, ya que la mayoria de las veces el estudio de estos pacientes comienza tras
la deteccion de la cardiopatia, eso nos explica el pico de deteccion a esta edad. A pesar
de que se investigaron de forma intencionada los factores de riesgo a los que pudo estar
expuesta la madre durante el embarazo asi como los antecedentes heredofamiliares del
paciente no logramos detectar algun determinante claro, pocos de ellos en realidad tenian
algun familiar de primer grado con cardioaptia congénita, sindrome dismoérfico o
enfermedades neurolégicas, lo cual apoya el hecho de que la mayoria de los casos ocurren
por deleciones de novo. Al igual que los estudios realizados en poblacion mexicana por
Ramirez-Velazco y Marquez-Avila & 2!, |a distribucidon que encontramos de las cardiopatias
congénitas fue la misma, siendo la tetralogia de Fallot la mas frecuente, seguida de atresia
pulmonar y tronco arterioso comun; todas ellas con origen embrioldégico troncoconal. Un

hallazgo a destacar es la fuerte asociacion que existe de las cardiopatias congénitas con
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defectos del arco adrtico y origen y trayecto andmalos de las aretrias subclavias, que,
aunque se ha mencionado con anterioridad en otros estudios, no se habia descrito su gran
frecuencia, tanto asi que podrian usarse como una especie de marcador anatémico que
ayude a la sospecha clinica de esta entidad.

A diferencia de otros ensayos, nosotros incluimos el estudio de la alteraciones plaquetarias
que fueron de los mas frecuentemente asociados junto con las malformaciones de manos
y pies y las alteraciones del sistema inmune aunque son mucho menos estudiados a pesar
de que pueden representar un mayor riesgo de hemorragia durante las intervenciones
cardiacas. Su alteracion se explica ya que el gen GPBB1 implicado en el desarrollo y
funcidén plaquetaria se ubica en la region critica de deleciéon y se encontrd deletado en
todos nuestros pacientes. No evaluamos las alteraciones del calcio durante o posterior a
la cirugia, sin embargo; existe evidencia en la literatura de que estos pacientes pueden
tener alteracion de su metabolismo en cualquier etapa de la vida y sobre todo asociado a
eventos de estrés por lo que nuestra evaluacion no refleja la frecuencia real de esta
alteracion.

En cuanto al analisis molecular, la técnica de deteccion por MLPA resulta ser un
instrumento sencillo de realizar en comparcién con el FISH y que ofrece resultados en
menor tiempo con practicamente el mismo costo o menor y que, ademas nos permite
evaluar no soélo la presencia de deleciones tipicas sino también deleciones atipicas y
duplicaciones definiendo claramente el tamano vy el sitio de la delecién que nos podran
ayudar a hacer relaciones entre el genotipo y el fenotipo de cada paciente.

Si bien, varios pacientes resultaron positivos para la delecién 22911.2, muchos otros que
también cumplian con las caracteristicas clinicas del sindrome de DiGeorge resultaron

negativos, esto se podria explicar en parte por las interacciones medioambientales del
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entorno materno-fetal y la regulacion de la expresion genética, y en parte porque pueden
existir mutaciones puntuales del gen TBX1 que por si solas se han reportado como causa
del Sindrome DiGeorge tipo 2 y como causa principal de anomalias cardiacas
troncoconales y que no pueden detectarse mediante FISH o MLPA sino unicamente por
técnicas de secuenciacion con mayor poder de resolucion (HRM o SSCP) por lo que aun
gueda bastante terreno por recorrer en el ambito de la biologia molecular.
12.CONCLUSIONES

Pudimos comprobar que al menos el 30% de nuestros pacientes cardidépatas con dismorfismo
facial pertenecen al grupo del sindrome de delecion 22q11.2, sin embargo, aun nos queda por
definir qué alteracion genética es la causante del espectro clinico del resto de nuestros
pacientes. Lo que es un hecho, es que cada vez el estudio molecular nos acerca mas a
descubrir esta interrogante, el empleo del MLPA como técnica de diagndstico nos proporciona
mayor informacién que las técnicas cromosémicas y puede ayudarnos a establecer una
relacion genotipo-fenotipo. La verdadera importancia de estos estudios radica en que al
conocer la etiologia de las alteraciones del desarrollo podremos realizar la deteccion de
anomalias genéticas de forma oportuna, idealmente en la etapa fetal, establecer una conducta
terapéutica a seguir, asesorar a la familia, modificar la historia natural de la enfermedad
mejorando la calidad de vida e incluso en algun momento, prevenir la enfermedad.

Como cardidloga pediatra, mi tarea sera difundir en el grupo médico las caracteristicas mas
representativas de este sindrome, haciendo especial énfasis en las cardiopatias asociadas
pues casi todas seran susceptibles de tratamiento, sin embargo; se deben evaluar el resto de
las malformaciones y defectos que suelen incrementar la morbi-mortalidad en estos pacientes

y que comunmente pasan inadvertidos para muchos.
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13.LIMITACIONES DEL ESTUDIO
Una parte de la informacion se obtuvo unicamente de los expedientes clinicos de cada
paciente, algunos de ellos no contaban con nota quirdrgica completa o estudios de
laboratorio por lo que no se pudo completar la informacion requerida.
Por otra parte, el estudio molecular no ha podido ser completado en la totalidad de los
pacientes que se han identificado ya que, como se ha mencionado, el analisis es costoso

y por el momento no contamos con patrocinios para la compra de los kits para MLPA.
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16.ANEXOS

Anexo 1. HISTORIA CLINICA
HISTORIA CLINICA PACIENTES 22ql1

Nombre: M\ @DA‘M% L\ (LU Edad: Fecha Nac:

Registro: Hl} } Domicilio: Teléfono____
Fecha:

AHF: Cardiopatias Trastornos mentales Dificultad
en el aprendizaje LPH malformaciones Crisis
convulsivas Consanguinidad____Endogamia

APNP: Esquema de vacunacion Ablactacion Intolerancia alimentaria
APN:Gesta___ Dxembarazo_____ CPN Ingesta de acido folico y sulfato ferroso

Control de TA Control de glucemia AA VU cv tx

Teratogenos y mutagenos

Motilidad fetal USG obstétricos

APP Maduracion pulmonar, RPM Paciente obtenido a las

mediante Liquido amnidtico

Peso Talla Apgar Llord y respiré al nacer

suplementario Cianosis al nacimiento Ictericia_____ Tamiz neonatal

Facies asimétrica al llanto
Complicaciones

DSM: alteraciones de succion Alteraciones de deglucion Sonrisa social
Seguimiento visual Sostén cefalico Sostén troncal Sedestacion
Gateo Bipedestacion Deambulacion Control de esfinteres
Come solo Se viste solo Balbuceos Lenguaje

Situacién escolar Relaciones interpersonales

Terapia

APP: exantematicos alérgicos

Quirdrgicos: traumaticos:

Hospitalizaciones previas: Transfusionales:
Audicion: Vision: Endocrinoldgicio:

Renal: Otros:

Valoracién cardiolégica

Diagnéstico clinico: Py ,A
EKG: TN’
EcoCG:
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EXPLORACION FISICA

Peso: Talla: PC: DIl DIE: DIP:
Craneofacial | Oral
Microcefalia | Comisuras de los labios hacia abajo .
Asimetria facial al llanto — T Micrognatia SRR S
Asimetria facial estructural ‘ Retrognatia
Facies hipotonica T Bocapequeh o ]
Perfil facial plano | Labio hendido
Oftalmoldgica Paladar hendid
Estrabismo Paladar hendido submucoso R B
Fisuras palpebrales estrechas - ~ | Uvulabifida |
Fisuras palpebrales hacia arriba Oligodontia I
Coloboma del iris Adenoldes ausentes . 1
Microftalmia | Faringe amplia —
Hipertelorismo | | Faringe estrecha
Parpados gruesos | Faringe hipoténica o
Vasos retineales tortuosos { Insuficiencia velofaringea
Embriotoxén posterior | A to faringeo asimétrico
Epicanto Auriculares ]
Catarata Hélix plegado B _._..__ O
Nasal Lébulos pegados |
Puente nasal ancho Pabellones acopados I
Puente nasal p Pabellones peque !
Punta nasal bulbosa Asimetria leve de pabellones
Punta nasal bifida Baja implantacién
Narinas estrechas Otitis media recurrente |
Hipoplasia de ala nasi Hipoacusia conductiva
Dimple nasal Hipoacusia i I ‘ ]
Cardiolégico Pits/apéndices preauriculares
CIv CAE estrecho ]
CIA | Endocrinolégico/Inmune
Atresia 0 estenosis pulmonar Hipocalcemia
Tetralogia de Fallot Hipoparatiroid |
Aorta hacia la derecha Pseudohipoparatiroidismo
Tronco arterioso | Hipotiroidismo |
PCA | Talla baja
Aorta interrumpida tipo B | Timo ausente o hipoplasico
Coartacion adrtica Hipoplasia de hipéfisi
Alteracion de vélvulas adrticas | Enfermedades autoinmunes
Arterias subclavias aberrrantes | Musculoesquelético
Anillo vascular [ Escoliosis
Alteracién de a. carotida [ Hemivértebras
Transposicion de grandes vasos | Espina bifida oculta |
Atresia tricuspidea | Vértebras en mariposa
Manos y pies Fusion vertebral
Dedos largos | Osteopenia
Dedos estrechos | Anomalia de Sprengel
["Manos y pies pequeft | Dolor crénico en extremidades
| Piel spera Hip ilidad articular
eracturas Costillas super ias
Pulgares trifaldngicos Fusion costal
Pulgares de implantacién alta | Hipotrofia muscular
| Polidactilia (pre/postaxial) | Compromiso de médula espinal
| Sindactilia cutanea | Alteraciones pullmonares |
| Pie plano/equinovaro | Alteraciones renales
Neurol6gico Enfermedad de Hirschprung ]
Atrofia cerebral - [ Hernia inguinal |
Disgenesia/hipoplasia cerebelar | Hernia umbilical |
| Hipotonia g lizada | Malrotacion intestinal |
| Retraso en el desarrollo psicomotor Hernia diafragmética congé |
! Convulsiones Malf iones anorrectales
Ataxia cerebelar Hipospadias
| Miel gocele Criptorquidia
| Ventriculomegalia Reflujo genitourinario
Infartos
| Crecimientoy desarrollo | Déficit de atencién

35



Anexo 2. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

‘K\“;} INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA
:E . IGNACIO CHAVEZ
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Carta de consentimiento para participar en el protocolo de investigacion:

“ESTUDIO MOLECULAR DE LA REGION 22q11.2 EN PACIENTES MEXICANOS CON
SINDROME DiGEORGE/VELOCARDIOFACIAL”

Investigador responsable:

Dr. David Cruz Robles
Laboratorio de Gendmica, Departamento de Biologia Molecular,
Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chavez".

Estimado paciente o tutor:

Por medio de la presente, lo invitamos a participar en el protocolo de investigacion mencionado
arriba, el cual pretende conocer y entender mejor porque se presenta la enfermedad que tiene
(usted o) su hijo. Este estudio intenta analizar las caracteristicas y los cambios que pudiera haber
en el material hereditario que contiene la informacién para un desarrollo adecuado del corazon, y
que tal vez, si se encuentran cambios puedan estos causar alteraciones en este desarrollo. Por
ello esta investigacion puede proporcionarnos conocimientos que ayuden a otras personas en un

futuro.

Queremos hacerle saber que participar en esta investigacion es totalmente voluntario y que usted
puede decidir no participar en el estudio sin que ésta decision influya negativamente a la
prestacion a la que tiene derecho en su atencion médica o la de su hijo.

Si usted(es) esta(n) de acuerdo en participar, dependiendo de la edad y condiciones de salud de
usted o su hijo, se les proporcionara una amplia y sencilla explicacion de las caracteristicas del
estudio

En los parrafos siguientes se describe el estudio:
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FINALIDAD DEL ESTUDIO: Su hijo tiene una alteracién del desarrollo que aparece como una
enfermedad del corazon presente desde el nacimiento (cardiopatia congénita). Se sospecha que
estas enfermedades tienen varias causas y una de ellas tiene que ver con alteraciones en el
material hereditario, este material contiene la informacion para desarrollarnos. A la manera en que
esta arreglada esta informacion se le llama gen y, en el caso de las cardiopatias congénitas, se
piensa que una alteracion en algiin gen o un cromosoma podria estar alterado el desarrollo
normal y esto haria que se presentara la enfermedad. El propésito de este estudio es buscar los
posibles cambios en el material genético de su hijo y conocer si este gen esta alterado, lo que nos
ayudara a saber si realmente este gen tiene alguna participacion en causar este tipo de
enfermedades.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO:

Para este estudio, necesitamos tomarle a su hijo, y en su caso a ustedes mas adelante, una
muestra de sangre, mediante el siguiente procedimiento:

1.- Con una jeringa desechable se le tomara a su hijo una muestra de sangre de la vena del
brazo, aproximadamente 2ml. Esta muestra sera usada para el andlisis de la molécula que
contiene nuestros genes (ADN).

2.- Queremos que sepa, que no daremos a conocer ninguna informacion acerca de usted ni de su
familia que los pueda identificar, debido a que la informacién que se recabe es absolutamente
confidencial y con fines de investigacion.

BENEFICIOS: Se les dara a ustedes asesoramiento genético con toda la informacion que llegue a
integrarse. Su colaboracién permitird obtener conocimiento que tal vez ayudara a otras familias
que presenten problemas similares en un futuro.
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RIESGOS Y MOLESTIAS: Los posibles riesgos de la extraccion de sangre son los siguientes:
molestia leve en el sitio por donde se le extrajo la sangre; a veces, la formacién de moretones,
desmayos y rara vez infeccion.

COSTOS: Tanto la extraccion de muestras de sangre como las pruebas y cualquier consulta que
usted tenga con el médico para hablar del estudio de investigacion, asi como los resultados no
tendran ningun costo para usted.

Si surgiera algun problema o tuviese usted una pregunta con respecto a este estudio, a sus
derechos como participante en la investigacion o a cualquier lesion relacionada con la
investigacion, debera usted comunicarse con el investigador responsable, al teléfono 55 73 29 11
ext. 1460. Si deseara hablar con alguien mas acerca del protocolo, aparte del investigador
responsable, puede usted dirigirse a la Direccién de Investigacion del propio Instituto a la ext.
1357.

Le sugerimos que conserve una copia de este documento para consultarla si es necesario.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de discutirlas y
de hacer preguntas. Por este medio otorgo mi consentimiento para participar en el estudio de la
siguiente manera.

México, D.F. de del
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Nombre y firma del paciente

(De ser el caso)

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente

Direccion Direccion

EL PRESENTE DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO HA SIDO APROBADO PARA USARSE
ENTRE 2012'Y 2014.
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