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1. RESUMEN

Las cardiopatias congénitas tienen una prevalencia a nivel mundial de 2.1 a

12.3 por 1000 recién nacidos vivos

y constituyen las malformaciones congénitas mas frecuentes; muchas de
ellas se desarrollan en el contexto de un sindrome malformativo debido a
cromosomopatias, enfermedades monogénicas y teratdbgenos. Dentro de los
sindromes mas frecuentes se encuentra el SDel22ql11.2 que se caracteriza por
alteraciones craneofaciales, cardiopatia troncoconal, hipocalcemia, paladar hendido
(submucoso), insuficiencia velofaringea, voz hipernasal, problemas de aprendizaje,
inmunodeficiencia o aplasia timica y trastornos psiquiatricos. Generalmente en estos
pacientes se encuentra una delecion de 3 megabases en la region 22ql1.2
diagnosticada mediante Hibridacion Fluorescente in situ (FISH). Hasta el momento
existe controversia si se deben realizar pruebas moleculares en los pacientes que
presentan cardiopatia troncoconal aislada en busqueda de la delecion 22g11.2, asi
como realizar pruebas mas detalladas en los casos que presentan el fenotipo clasico

del SDel22q11.2 pero que se ha descartado la delecibn mediante FISH.

Con el fin de encontrar deleciones tipicas en la region 22q11.2 en pacientes
con cardiopatia troncoconal, deleciones atipicas en pacientes con fenotipo clasico
de SDel22g11.2 con FISH normal y lograr establecer una relacion genotipo-fenotipo
se realiz6 FISH, MLPA y HRM de los genes de la region critica de 22q11.2
involucrados en la cardiogénesis TBX1, HIRA y CRKL. Para ello se estudiaron 96
pacientes con cardiopatias troncoconales, de los cuales 32 fueron positivos a la
delecion mediante FISH, la cual se corroboré mediante MLPA en el 96%. En 1 caso
de FISH negativo se encontré delecién atipica por MLPA. Por otro lado, se detecto
gue la cardiopatia mas frecuente en el SDel22q11.2 fue la Tetralogia de Fallot (46%)
seguida de Tronco arterioso (9%) y Atresia/Estenosis pulmonar (6%). EI mayor
namero de variantes mediante HRM se observo en los exones 6,11,16, 17 y 26 del
gen HIRA, en el exdon 3 de CRKL (3B, 3CD, 3J,3N Y 3P) y en los exones 1,5,7/8y
9A de TBX1,; especialmente en pacientes con las CC mas complejas como TF,
TGV, TA2, AP asociada a otras alteraciones, CIA/CIV y DVSVD; de igual manera
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todos los casos de paladar hendido de pacientes con SDel22g11.2 en este estudio
presentan variantes en el exdn 3 de CRKL, por lo que dichas variantes tendran que

ser comprobadas mediante secuenciacion

En vista de lo anterior, dada la expresividad variable del SDel22qg11.2 resulta
de gran importancia realizar pruebas moleculares a todos los pacientes con
cardiopatia troncoconal, para poder ofrecer un adecuado asesoramiento genético,
asi como proveer tratamientos oportunos de las diferentes manifestaciones del
padecimiento. Ademas, las técnicas moleculares de mayor resolucion a menor costo
como el MLPA o el HRM pueden ser Utiles en la construccién de una base de datos
comun que permita establecer una adecuada relacion genotipo-fenotipo para unificar
criterios clinicos y moleculares en el diagnostico de SDel22g11.2, asi como
esclarecer la funcion de ciertos genes en la cardiogénesis y en el desarrollo de las

malformaciones cardiacas.
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2. MARCO TEORICO

El sindrome de DiGeorge (DGS, OMIM# 188400), inicialmente descrito por
Angelo Mario DiGeorge en 1965® y el Sindrome Velocardiofacial (VCFS, OMIM
#192430), son los sindromes de microdelecion cromosémica mas frecuente en
humanos, con una incidencia variable de 1 en 2000 a 4000 recién nacidos vivos®,
Durante muchos afios se consider6 que dichos sindromes, asi como el sindrome de
anomalias faciales y troncoconales (CAFS o Sindrome de Takao)® eran sindromes
distintos; sin embargo, comparten la misma etiologia, es decir, la delecion de la
region g11.2 del cromosoma 22, por lo que todos estos sindromes se clasifican como
variaciones de un mismo espectro clinico, denominado sindrome de la delecion

22q11.2 (SDel22q11.2) con expresividad variable y superposicion del fenotipo®.

2.1 Fenotipo

Las caracteristicas clinicas del SDel22g11.2 muestran una amplia variabilidad
y se han descrito mas de 180 de ellas, aunque no se presentan todas juntas en el
100% de los casos®; sin embargo, las mas frecuentes incluyen dismorfias
craneofaciales, alteraciones palatinas, voz hipernasal, aplasia o hipoplasia del timo
y de glandulas paratiroides, acompafiadas de defectos cardiacos tipicamente
troncoconales, inmunodeficiencia, hipocalcemia, asi como retraso en el desarrollo,
déficit cognitivo, trastornos neuropsiquiatricos, defectos oculares, malformaciones
de las extremidades superiores, atrofia cerebelar, defectos traqueales, sordera,
alteraciones  gastrointestinales, = malformaciones  uroldégicas y renales

principalmente®).

2.1.1 Dismorfias faciales

Los pacientes presentan un fenotipo que por lo regular se va acentuando con
la edad y consiste en cara alargada con filtrum corto, boca pequefia con las
comisuras de los labios dirigidas hacia abajo, Uvula bifida, paladar alto arqueado,
micrognatia, raiz nasal prominente y cuadrada, punta de la nariz bulbosa, narinas

estrechas, fisuras palpebrales estrechas, hipertelorismo, pabellones auriculares
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pequefos de baja implantacion o con plegamiento del hélix y facies asimétrica con
el llanto, o al sonreir, por hipoplasia del musculo depresor del labio inferior, hipoplasia
del esmalte dental, hipondoncia o adoncia, asi como paladar hendido y/o paladar
hendido submucoso™®,

2.1.2 Anomalias cardiovasculares

Las anomalias cardiovasculares estan presentes en el 80% de los pacientes
con del22q11.2, por lo regular se manifiestan en el periodo prenatal o neonatal y
constituyen la manifestacion inicial que conduce al diagndstico®. Las
malformaciones mas frecuentes son las anomalias troncoconales, que incluyen a la
Tetralogia de Fallot (TF) y TF con atresia pulmonar (10 a 21%), comunicacion
interventricular (CIV) (13 a 18%), interrupcion del arco adrtico tipo B (61 %) y tronco
arterioso (20 a 41%) 9, También se han descrito otras cardiopatias asociadas
(5%)1D como se muestra en la Tabla 132, Pueden presentarse ademas anomalias
vasculares en cabeza y cuello, principalmente desplazamiento medial de las arterias

carétidas.

Tabla 1. Otras cardiopatias asociadas con SDel22g11.2 12

Arco adrtico Arteria subclavia aberrante, arteria innominada aberrante,
persistencia del conducto arterioso, ausencia del conducto
arterioso, coartacion de la aorta, colaterales aortopulmonares
mayores, doble arco aértico, conducto arterioso bilateral, arco
aortico cervical, arteria carétida comun aberrante, anillo
vascular.

Regidn Doble salida del ventriculo derecho, trasposicion de los grandes
troncoconal vasos, valvula pulmonar ausente, atresia pulmonar aislada,
estenosis aodrtica, hipoplasia valvular aértica, estenosis valvular
pulmonar

Otras Atresia tricispidea, retorno venoso anomalo parcial,
alteraciones isomerismo atrial, dextrocardia, hipoplasia del corazoén
izquierdo.
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2.1.3Anomalias endocrinol6gicas

Las endocrinopatias mas comunes en este sindrome son el
hipoparatiroidismo, hipotiroidismo, hipertiroidismo y deficiencia de hormona del
crecimiento. Entre estas, el hipoparatiroidismo fue el primer trastorno hormonal
reconocido en el SDel22q11.2 documentado por la aplasia o hipoplasia de las
glandulas paratiroides en cirugia o autopsia; tiene como consecuencia la
hipocalcemia entre 60-80% de los pacientes®®, y se manifiesta con crisis
convulsivas, tremores, estridor, dificultad en la alimentacion, tremor y tetania; la
hipocalcemia puede presentarse en el periodo neonatal de forma transitoria, debido
a la baja reserva de hormona paratiroidea y un cese abrupto del calcio materno
postparto, por lo general mejora durante el primer afio de vida conforme las glandulas
paratiroides se hipertrofian. Sin embargo, la recurrencia puede ser precipitada por un
incremento en la demanda metabdlica, como la adolescencia y el embarazo o por

enfermedad aguda en edad adulta®?.

En cuanto al hipotiroidismo, éste puede ser subclinico o moderado y por ende,
descubierto tardiamente, aunque existen casos de presentacion neonatal, asi como

de tiroiditis y Diabetes Mellitus tipo 1 por autoinmunidad®®),

2.1.4 Anomalias inmunoldégicas

Las alteraciones inmunes resultan de un desarrollo timico deficiente. La
aplasia timica es la alteracién mas severa, aunque se presenta en < 1% de los casos
(SDel22g11.2); mientras que la hipoplasia timica se observa en 80-95% de los

pacientes.

A nivel celular, la disfuncion de Linfocitos T (CD3* o CD4%), ya sea en numero
(60%) o en funcién (20%), es la caracteristica mas frecuente; sobre todo durante el
periodo neonatal y en el primer afio de vida. Una caracteristica adicional es la
presencia de un namero bajo de circulos de escisién de Receptores de Células T
(TREC's)1® y una proporcién expandida de células B (CD19+) y natural killers

(CD16+CD56+) en pacientes comparados con controles. A nivel humoral puede
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afectarse la produccion de anticuerpos (15%) como deficiencia de IgA, IgG e IgM y
pobre respuesta a las vacunas®”. Hasta el 10% de los pacientes presentan
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide juvenil, purpura

trombocitopénica idiopatica, anemia aplasica’hemolitica y tiroiditis®),

Las alteraciones inmunoldgicas en el SDel22g11.2 clinicamente se evidencian
en mayor susceptibilidad a infecciones recurrentes, tanto de vias respiratorias como
gastrointestinales; rash generalizado, linfadenopatia o hepatoesplenomegalia. En los
casos de aplasia timica se hace necesario el tratamiento con antibiéticos profilacticos
y trasplante timico o incluso de médula 6sea, asi como de inmunoterapia; mientras
en los otros casos se puede recurrir al aislamiento o al uso de productos sanguineos

irradiados9),

2.1.5 Anomalias oftalmoldgicas

Un tercio de los pacientes presentan vasos retinianos tortuosos, embriotoxén
posterior, fisuras palpebrales estrechas y discos Opticos pequeiios. Hasta en el 59%
de los pacientes pueden encontrarse alteraciones de la refraccion como
hipermetropia y astigmatismo, los cuales no ponen en peligro la vision. En casos
aislados es posible detectar nddulos en el iris, nervios corneales prominentes,
cataratas y estrabismo; existen también casos reportados de coloboma de iris y

coriorretinal@9,

2.1.6 Alteraciones mentales y en el aprendizaje

El fenotipo conductivo en SDel22gl11.2 incluye retraso mental leve a
moderado con coeficiente intelectual de 70 y un incremento en enfermedades
mentales mayores o alto riesgo de trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia. En
cuanto a las habilidades cognitivas no todas se encuentran afectadas en la misma
manera y la mayoria de los pacientes se adaptan y comprenden bien las reglas
sociales. Las habilidades visuoperceptuales y la planeacion tienden a ser las mas
afectadas, mientras que en otros pacientes la dificultad para el aprendizaje puede

ser la Unica manifestacién del SDel22qg11.2. A pesar de que hay algunas mejorias
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con la edad, las tareas que implican una mayor concentraciébn o planeacion
permanecen afectadas. Los endofenotipos candidatos cognitivos incluyen problemas

de memoria, control ejecutivo y concentracion®b).

El 50% de los pacientes presenta microcefalia. Tipicamente se afecta la
corteza prefrontal, el I6bulo parietal y el hipocampo, mientras que el area del cuerpo
calloso suele estar incrementada, los estudios de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) funcional, han demostrado que los pacientes con SDel22gl11.2 muestran
funciones cerebrales diferentes de los controles durante las tareas matemaéticas.
Otros hallazgos anatémicos incluyen al vermis pequefio, observado tipicamente en
los pacientes con espectro autista. El vermis posterior parece tener control sobre la
conducta social y su alteracion puede explicar la dificultad social en algunos
pacientes con la delecion. Por otro lado la disminucién volumétrica cerebral a nivel

fronto-temporal se ha asociado a un mayor riesgo a desarrollar esquizofrenia(@?.

El trastorno bipolar, espectro autista, esquizofrenia o trastorno esquizoafectivo

se reporta en el 10-30% de los adolescentes y adultos con SDel22g11.2.

Uno de los genes mas estudiados en relacion a los trastornos neurocognitivos
es el COMT, gue se encuentra en la regiéon22q11.2 y codifica a la enzima Catecol-
O-metiltransferasa que tiene un papel crucial en el metabolismo de la dopamina y
norepinefrina en la corteza prefrontal, cuya actividad enzimatica se ha visto alterada
en asociacion al polimorfismo COMT Val158Met®? con resultados controversiales.
Otros genes candidatos en la region 22g11.2 que también se encuentran en estudio
en relacion a los trastornos psiquiatricos y de la conducta en SDel22g11.2 son
PIK4CA, GNBI1L, RTN4R, DGCRS8, ZDHHC8,?Y CLDN5, ARVCF y SNAP29 %),

Investigaciones recientes basadas en el alto grado de conservacion de genes
en la regién 22q11.2 que codifican a ciertas enzimas mitocondriales como prolina
deshidrogenasa, indican que al menos PRODH y SLC25A1, podrian estar implicados
en la etiologia de los trastornos cerebrales asociados a SDel22g11.2 al afectar
procesos celulares como migracion celular, apoptosis y sinapsis, generando retraso

en el desarrollo, esquizofrenia, enfermedad de Parkinson e inclusive Alzheimer (26,
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2.1.7 Alteraciones otorrinolaringoldgicas

Las dismorfias méas frecuentes de los pabellones auriculares son
sobreplegamiento y engrosamiento del hélix, pabellones auriculares prominentes y
acopados, baja implantacion, rotacién posterior y microtia. Se ha reportado que los
pacientes con SDel22g11.2 sufren de problemas de sordera hasta en el 38% de los
casos, el 68% de éstos es conductiva y en 32% puede ser mixta o puramente
neurosensorial®); por lo regular existe una historia de otitis media recurrente o
cronica, que puede requerir miringotomia o timpanoplastia y ademas, se presentan

trastornos del equilibrio, debido a alteraciones cocleares y vestibulares®®.

Del 46 a 69% de los pacientes presentan alteraciones palatinas®®, como
paladar hendido con o sin labio hendido, Uvula bifida o paladar hendido submucoso;
se observa también insuficiencia velofaringea (voz hipernasal), membranas
laringeas, pardlisis de cuerdas vocales, estrechamiento glético o subglético,
laringomalacia, traqueomalacia, entre otras, que genera dificultad y/o retraso en el
desarrollo del lenguaje en el 70% de los pacientes®?, La hipernasalidad responde
parcialmente a la intervencion quirdrgica pero la fonacion permanece alterada en

muchos pacientes.

2.1.8 Anomalias renales

Aproximadamente 36% de los pacientes presentan rifiones anormales y la
frecuencia de falla renal es de 10% en adultos. Las alteraciones mas frecuentes en
edad adulta son hidronefrosis (7.7%) y agenesia (6%). Mientras que en los nifios son
mas frecuentes la hipoplasia y/o agenesia (17%), poliquistosis (10%) y reflujo

vesicoureteral (4%)©Y,
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2.2 Embriologia

En la cuarta semana de gestacion, la region faringea del intestino anterior
forma una serie de bandas visibles desde el exterior del embrion que se denominan
arcos branquiales, los cuales estan formados por una bolsa endodérmica, una region
central de mesénquima (mesodermo y cresta neural) y una hendidura ectodérmica
externa; durante el desarrollo embrionario estas estructuras sufren una serie de
remodelaciones para dar lugar a la formacion de diferentes estructuras de la cara 'y
el cuello®?. Muchos de los tejidos y estructuras alteradas en el SDel22q11.2 derivan
de las células de la cresta neural (CCN) que migran, se distribuyen y forman los
tejidos y 6rganos de la tercera y cuarta bolsa faringea.

Bajo la accion del factor de transcripcion TBX1 en la superficie del ectodermo
faringeo al regular vias de sefalizacion no del todo conocidas, las células de la cresta
neural (CCN) provenientes del cerebro anterior, entre la placéda otica y la somita 3
migran ventrolateralmente para poblar los arcos faringeos en donde contribuyen a
la formacion de varias partes del paladar, faringe y cara; interacttan con el
endodermo faringeo y forman el timo y la glandula paratiroides y la interaccion con
el mesodermo da como resultado las células de musculo liso del arco aértico y sus

ramas®? (Figura 1).
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Figura 1. Embriologia de los arcos faringeos

a) Se observa el cerebro anterior y las Células de la cresta neural en circulos

verdes, bajo la accién del factor TBX1 que migran hacia los arcos faringeos,
donde interactian con el endodermo faringeo para formar el timo y las
glandulas paratiroides. b) Se observa la migracion de las CCN a los arcos
faringeos y su interaccion con el mesodermo (azul) para formar la region
craneofacial y cardiaca 2
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En el desarrollo de la region cardiovascular, las células progenitoras del
campo cardiaco secundario (SCC) migran y se distribuyen en el tubo cardiaco
primitivo, asi el segmento anterior del SCC contribuye al tracto de salida (TSC) y el
ventriculo derecho (VD) del corazén; mientras que el segmento posterior del SCC
contribuye a la porcion interna del corazon, de tal forma que cuando estas células se
disrumpen puede resultar un tronco arterial comun, defectos del septo o de
alineamiento. El Sistema bilateral de arcos adrticos se desarrolla secuencialmente
conforme los segmentos faringeos y permite que la sangre fluya del tubo cardiaco a
la aorta dorsal. Los 2 primeros arcos forman lechos capilares, posteriormente los
arcos 3, 4 y 6 sufren una remodelacion asimétrica y persisten como parte de los

grandes vasos (Figura 2) ¢4,

Rsca RCC

LCC sca

Day 15 Day 21 Day 28 Day 50

Figura 2. Desarrollo de la region cardiovascular

Representacion esquematica de la cardiogénesis, se muestran en colores las
regiones morfologicas desde una vista ventral. En el dia 15 se observan los
precursores que formaradn los segmentos especificos del tubo cardiaco
primitivo el dia 21, las cuales posteriormente se plegaran (dia 28) para formar
las cAmaras del corazén. Las CCN migran al Sistema simétrico bilateral de
arcos aoérticos, donde los arcos lll, 1V, VI y el Saco Adrtico (AS) daran origen
al Arco aértico maduro (dia 50) A, auricula; Ao, aorta; AAV, Valvulas
auriculoventriculares; CT, troncoconal; DA, conducto arterioso; LA, auricula
izquierda; LCC, carétida comun izquierda; LSCA, arteria subclavia izquierda;
LV, ventriculo izquierdo; PA, arteria pulmonar; RA, auricula derecha; RCC,
carotida comun derecha; RSCA, arteria subclavia derecha; RV, ventriculo
derecho; V, ventriculo; ¢4,
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2.3 Mecanismo de la delecién

El origen del SDel22g11.2 puede observarse desde dos perspectivas, uno es
el mecanismo que produce la delecion y el otro es el mecanismo por el que la
delecion conduce al fenotipo clinico. Desde 1993 la delecion se relacion6 con la
presencia de elementos tipo repetidos en bajo niumero de copias (del inglés LCR:
Low Copy Repeats) los cuales son secuencias de nucleétidos con una homologia
del 97-98% que median la recombinacion homologa no alélica y predisponen a
alteraciones en el ndmero de copias (deleciones o duplicaciones). Se han
caracterizado 8 LCR en la region 22g11.2, designadas de la A a la H o del 2 al 8¢);

en esta region se encuentran mas de 30 genes, incluido TBX1 (Figura 3).

= DGCRE Regidn critica 6 del Sindrome DiGeorge
E PRODH Prolina deshidrogenasa
| Do Region critica 2 del Sindrome DiGeorge
] BN | s7xeza Serina/Treoninacinasa22A
- ES2EL Regidn critica 14 del Sindrome de DiGeorge
GSCL Gooseocoid-like
SLC25A1 Portador de soluto familia 25 miembro 1
cLTCL1 Polipéptido similarala Cadena pesadadeclatrinal
HIRA Reguladordelciclo celular de histona Homdlogo A
] NLVCF ProteinaL40 ribosomal mitocondrial
22911 I | vrpu Homélogo de la proteina de fusidn 1 para la degradacién de proteinas ubiguitinadas
I CDC45 Ciclo de division celular4
CLD5 Claudinas
CDCREL1 Septinas
GP1BB Glicoproteina Ib, plaguetas, polipéptido beta
TBX1 CajaTl
GNBIL Proteina 1 beta unidn a Guanina
TRXR2 Tiorredoxina reductasa 2
] coMT Catecol-O-metiltransferasa
[ | ARVCF Armadillo gen repetido deletado en Sindrome Velocardiofacial
T10 Proteinarica en Serina/Treonina en la regicn DGCR
DGCRS Regidn critica del gen 8 del Sindrome DiGeorge
HTFIC Metiltransferasa 2 homadlogo A
RANBP1 ProteinadeunionaRan1
C .
[ ZDHHC8 Proteina 8 con dominio de dedo de zincdhhe
. ZNF74 Proteina 74 dedodezinc
— HCF2 Serpin inibidor de peptidasas, caldeD
= CRKL v-crkvirus delsarcoma CT10 oncogén homélogo (aviar)
LZTR1 Leucinacomo regulador de latranscripcion 1

Figura 3. Region 22q11.2 Genes y Low Copy Repeats (LCR) A-D.

Se observa la region critica 22g11.2 (caja azul claro en el cromosoma 22), los
Low Copy Repeats A, B, C y D (cajas verdes), y los genes de la region (cajas
azules).
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En el 90% de los casos, los individuos tienen una delecion de 2.54 Mb
(histéricamente conocida como 3Mb)©® que abarca los LCR mas grandes, LCR22A
al LCR22D, flanqueados por los marcadores D22S427 y D22S306/308 en 22q11.2.
Esta banda cromosOmica pertenece a la serie de bandas con mayor concentracion
de la familia H3 isocore, la cual tiene una alta concentracion de GC (>52%), una gran
densidad génica, replicacion temprana y comparte 250 kb de secuencias duplicadas
en un rearreglo complejo. Debido a lo anterior, éstos pueden ser proclives a un mal
alineamiento, dando lugar a un intercambio desigual durante la meiosis, con una
replicacion asincrénica en el sitio de la delecion; lo que incrementa aun mas el mal
alineamiento de los LCR. Por otro lado, algunos pacientes muestran una delecion de
1.5 Mb en el extremo proximal de la RTD22, flanqueada por los LCR A y B, que
comparten un bloque comun de 135 kb.

Si bien la mayoria de las alteraciones gendmicas en el cromosoma 22 estan
mediadas por LCR, esto es, causadas por mal alineamiento durante la
recombinacion homologa no alélica o recombinacion desigual intracromosomica e
intercromosomica durante la meiosis; se han propuesto otros mecanismos para
explicar la formacion de las alteraciones en el numero de copias
(deleciones/duplicaciones) como terminaciones finales no homadlogas (del inglés
NHEJ: nonhomologous end joining), replicacién inducida por ruptura, mediada por
microhomologia y Repetidos en tAndem de numero variable (del inglés VNTRs:

variable number tandem repeats) mediados por rearreglos genémicos®”.

Se han descrito varios pacientes con alteraciones atipicas dentro de la
delecion tipica de 3Mb (RTD); es decir, que presentan deleciones con diferentes

puntos de ruptura dentro de la regién proximal de la delecién o bien, con alteraciones
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en el numero de copias involucrando otros LCR (Figura 4), inclusive distales a la
region 3 Mb©e),

Figura 4. RTD y Deleciones atipicas.

La delecion mas comun de 3Mb observada en 90% de los pacientes, ocurre
entre los LCR (Low Copy Repeats) A-D. El 8% de los pacientes tiene una
delecion de 1.5 Mb que involucra los LCR A-B, mientras que el resto de los
pacientes tienen deleciones de diferentes tamafos que involucran diferentes
LCR fuera de la region tipica de delecion (RTD) de 3 Mb (deleciones
atipicas)®",

Las deleciones que ocurren dentro de los LCR no conocidos pueden estar
mediadas por bloques duplicados de LCR de menor tamafio, o por otro mecanismo
desconocido. En 2006 se realizo la caracterizacion molecular de las secuencias de
los puntos de ruptura, en una delecion de 2.3 Mb®%, en donde se describié una
secuencia comun, para ambos puntos de ruptura, con mas de 90% de homologia
entre ellos y también con secuencias Alu. Lo anterior llevo a la conclusién de que los
LCR contienen elementos altamente repetitivos, como los elementos Alu, que

pueden estar implicados en los rearreglos cromosomicos.

La variabilidad fenotipica y la heterogeneidad en la extension de la
del22q11.2, indican que debe existir un mecanismo molecular complejo que explique

la base de estas deleciones. En 1999 se realiz06 la secuenciacion completa del
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cromosoma 22 y se han identificado 45 genes en la RTD 22q11.2. Sin embargo, no
se ha podido establecer una correlacion entre la severidad del trastorno y el tamafio
de la delecion, como lo muestran diferentes estudios en gemelos y miembros de la
misma familia con idénticas deleciones y diferentes fenotipos®“?. Esto sugiere la
coexistencia de la delecion con otras variantes en el genoma, que pueden actuar
como modificadores, mutaciones somaticas, asi como la ocurrencia de eventos
estocasticos durante la embriogénesis y la exposicion desconocida a factores

ambientales durante el embarazo®?.

2.4 Diagnostico

El diagnaostico se sospecha clinicamente; sin embargo, en ocasiones es confuso
0 puede retrasarse debido a la expresividad variable del fenotipo o bien porque los
pacientes no presentan caracteristicas clasicas del SDel22ql11.2, pero una vez
establecida la sospecha diagndstica se tiene que confirmar posteriormente mediante

estudios de citogenética molecular o pruebas de biologia molecular.

Los estudios de citogenética clasica dificilmente permiten detectar la del22q11.2,
ya que por lo general el cariotipo es ineficaz para detectar alteraciones
cromosomicas menores de 5-10 megabases (Mb), por lo que se prefiere el uso de
citogenética molecular por medio de la Hibridacion Fluorescente In situ (del inglés
FISH: Fluorescence in situ hybdrization) con las sondas comerciales N25 y/o
TUPLEL (Figura 5), las cuales generalmente estan limitadas a una sola secuencia
blanco, por lo que no son capaces de detectar deleciones proximales o distales a la

sonda empleada.
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Figura 5. FISH en SDel22q11.2.

a) Paciente portador de la del22ql11.2 (Técnica de FISH, UMAE HP CMN
S.XXI). La sefial roja indica la region 22q11.2 (Sonda TUPLEL) y la sefial verde
la region control terminal del cromosoma 22 (ARSA). EI Cromosoma con la
delecibn muestra Unicamente la regiéon en control verde. b) Representacion
esquematica del cromosoma 22 mostrando las sondas de FISH 22g11.2 LSI
TUPLE1 Spectrum Orange (Sonda ldentificadora locus especifico 22g11.1
TUPLEL1 espectro naranja) y 22g13.3 LSI ARSA Spectrum Green (Sonda
Identificadora locus especifico 22913.3 espectro verde) utilizadas

(https://www.molecularcatalog.abott).

Se han desarrollado técnicas mas sofisticadas para el diagnéstico, de las
cuales algunas cayeron en desuso como CGH (Hibridacion Gendémica Comparada),
prefiriéndose CGH-microarreglos (array-CGH)“ y MLPA (del inglés: Multiplex
ligation dependent probe amplification/ Amplificacion multiple de sondas dependiente
de ligamiento) la cual ha emergido como una técnica efectiva de bajo costo, con la
gue se puede obtener el diagndstico en menor tiempo y que permite analizar otras
regiones cromosoémicas como 10pl12-15, 8p21-p23, 4922-g35, 17p13 y 18921 que
también se han relacionado con el fenotipo del SDel22q11.2; ademas que puede

ser empleada en el diagnéstico prenatal con un tiempo de resultado menor a 24

horas®3,
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Basado en la técnica de MLPA ha surgido CNV-plex, la cual permite un
analisis submicroscépico de la region 22q11.2 mediante un sistema de ligacion y 4
pares de primers universales que simplifican el disefio de sondas y por tanto
flexibilizan el experimento®). Cabe sefialar que existe un grupo de pacientes con el
fenotipo sugestivo del SDel22qll1.2 que no muestran ninguna aberracion
cromosOmica con las técnicas mencionadas anteriormente, en quienes se han

detectado mutaciones puntuales en TBX1 mediante secuenciacion.

2.5 Manejo Clinico

El manejo de los pacientes con SDel22q11.2 es altamente dependiente de la
edad y del fenotipo. Aunque la mayoria de los pacientes reciben el diagndstico
después del nacimiento por la presencia de una cardiopatia congénita, se deben
buscar otras manifestaciones clinicas que requieran una intervencién inmediata
como hipocalcemia, inmunodeficiencia severa o malrotacion intestinal®®. La
dificultad en la alimentacion y del lenguaje, asi como la falla para crecer en la infancia
necesitan atencion cuidadosa, mientras que hay que tener consideraciones
adicionales en el desarrollo cognitivo y crecimiento durante los afios escolares. Las
alteraciones del comportamiento se acentdan conforme se incrementa la edad del
paciente. En la adolescencia y juventud temprana es necesario atender los

problemas psiquiatricos.

Las implicaciones quirurgicas en el SDel22g11.2 no son conocidas del todo,
se sabe que el riesgo quirargico es bajo en la mayoria de los pacientes: sin embargo,
se ha observado mayor incidencia de hemorragia posquirdrgica a causa de un menor
numero de plaquetas y alteraciones en el gen que codifica a la glicoproteina (GP)
IbB, que se localiza en la region critica de la delecién y que forma el complejo GPIb-
V-IX en la superficie plaquetaria, donde funciona como receptor del Factor Von
Willebrand (VWF) cuya unién es importante para iniciar la hemostasis. Por otro lado,
se ha observado que los pacientes que han sido sometidos a bypass presentan

menos alteraciones cognitivas®). Los factores que afectan el cuidado clinico antes
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de la cirugia son: la monitorizacion de la concentracion del calcio sérico y la
identificacion de una inmunodeficiencia severa, incluso, como se menciond
previamente, menos del 1% de los pacientes no tienen células T y requieren
proteccién especifica de infecciones y productos sanguineos, ya que contienen
linfocitos que pueden inducir enfermedad de trasplante contra huésped, la cual es
casi siempre fatal, ademas de infecciones oportunistas como Citomegalovirus (CMV)
y Pneumocystis jiroveci. Una estrategia en estos casos consiste en irradiar todos los
productos sanguineos, o bien, estratificar el riesgo de acuerdo a la cuenta de
linfocitos absolutos; aunque esta medicion no es sensible ni especifica. Cabe
mencionar que la irradiacion de los productos sanguineos es costosa y puede

generar cambios sutiles en los electrolitos dentro de los productos sanguineos.

Ademas, los pacientes no deben ser inmunizados con vacunas de virus vivos,
por el riesgo de desarrollar enfermedad diseminada por virus atenuados. Por otro
lado, los pacientes con defectos timicos leves, con cuentas TCD4+ mayores de 400
cél/ml, pueden recuperar su funcion a través de un trasplante de células T maduras

0 a través de trasplante timico®”).

2.6 Riesgo de recurrencia

El 93% de los pacientes presenta una delecion de novo y se considera un
riesgo de recurrencia del 1 al 3%. En el restante 8-10%, alguno de los padres
presenta la delecion y el riesgo de transmision a la descendencia es del 50%, en
estos casos hasta en el 70% de los casos la delecién es de origen materno“®. Los
casos familiares de SDel22g11.2 se explican por mosaicismo parental (mosaicismo
germinal) e igualmente por lo regular es de origen materno®®; sin embargo, en
ciertos trastornos gendmicos recurrentes algunos haplotipos se relacionan con
eventos de Recombinacion homéloga no alélica (RHNA); en este sentido, en los
padres de pacientes afectados por la del22g11.2 se han encontrado inversiones en

regiones criticas, variaciones en los LCR que flanquean las regiones criticas o bien
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alteraciones en factores reguladores de la recombinacion mei6tica como PRDM9 y
variaciones en la metilaciéon del DNA que predisponen a RHNA®Y),

Muchos pacientes con el fenotipo clasico de SDel22q11.2 no presentan la
del22g11.2 clésica, lo cual resulta importante ya que, el riesgo de recurrencia
permanece desconocido en ellos. De tal forma que es fundamental un diagnostico

preciso para poder ofrecer un asesoramiento genético adecuado.

28



3 ANTECEDENTES

A nivel mundial se ha tratado de definir la poblacion a la que hay que someter
a estudios para diagnosticar la del22q11.2 y se ha hecho un esfuerzo por contar con
pruebas moleculares mas sensibles y con mayor especificidad, que a su vez tengan
un menor costo y se pueda contar con un resultado en un menor tiempo®b. Algunos
estudios realizados en grandes poblaciones, detectaron una prevalencia de la
del22g11.2 en 1.1 a 8.1% de los pacientes con cardiopatias congénitas o al menos
una manifestacién extracardiaca del SDel22g11.2, cabe mencionar que existe una
gran variabilidad en el fenotipo cardiaco cuya causa no se conoce, no obstante, no
se relaciona con el sexo, raza o tamafio de la delecion. Por otro lado, en estudios
realizados en pacientes con cardiopatias troncoconales, la incidencia de la delecion
fue del 4.7% ©2 a 45% en neonatos 3 y 5.8% en adultos estudiados ©%, esto es
debido a que algunas cardiopatias congénitas en pacientes con la del22g11.2 son
graves y pueden ser letales en los periodos fetal y perinatal, lo que impacta la
sobrevivenciay el estudio de los pacientes, de tal forma que la incidencia puede estar
sesgada con respecto a cuales de los pacientes asintomaticos, con la delecion y
anomalias troncoconales hayan sido estudiados y en segundo lugar, el estudio de
los adultos con expresividad minima, que generalmente se retrasa hasta que tienen

nifos afectados.

Aproximadamente 50% de los pacientes con Interrupcion del Arco Adrtico tipo
B (IAA-B) presentan del22g11©%), por lo que debido a su alto valor predictivo positivo,
este grupo de pacientes siempre debe ser estudiado, inclusive cuando no existen
manifestaciones adicionales de SDel22q11.2. Igualmente deben ser estudiados los
pacientes con Tronco Arterioso, Doble via de salida del Ventriculo derecho y
Tetralogia de Fallot, sobre todo, si ésta se acompafia de otras alteraciones como
anomalias del arco aértico®®, de las ramas pulmonares o hallazgos extracardiacos,
pues Unicamente se ha detectado la del22g11.2 en 6% de las formas aisladas®”) o

bien se ha descartado®®,
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3.1 Genes implicados

Durante el desarrollo de las cardiopatias congénitas observadas en el
SDel22g11.2, se asocian las alteraciones de las células de la cresta neural y el
segundo campo cardiaco desde donde migran y se distribuyen al tubo cardiaco
primitivo para formar el tracto de salida del corazén. En cuanto al fenotipo cardiaco,
se han implicado algunos genes, entre ellos TBX1, CRKL y HIRA, de los cuales los
dos primeros son esenciales para el funcionamiento de FGF8 (del inglés Fibroblast
Growth Factor 8: Factor de Crecimiento de los Fibroblastos 8) y son importantes para

la sobrevivencia, proliferacién y migracion de las células de la cresta neural.

3.1.1 Gen TBX1 (T-BOX 1)

El gen TBX1 (*602054 OMIM)®9 (Figura 6) se localiza en el brazo largo del
cromosoma 22, en la posicion 11.21. (19,756,702-19,783,592 NCBI)®9, Fue
identificado y secuenciado en la region 22q11 en 1997 y esta formado por 9 exones;
pertenece a una larga familia de factores de transcripcidon que poseen un dominio de

unién a DNA conocido como T-box(®Y),
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Figura 6. Estructura del gen TBXL1.

Se muestran en cajas negras los exones 1-9 y en linea punteada los intrones
del gen TBX1. Chr22: Cromosoma 22; Kb: kilobases; p: brazo corto; q: brazo
largo. (http://genome.ucsc.edu).
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Durante la embriogénesis, la expresion de TBX1 requiere una regulacion
espaciotemporal muy precisa controlada por vias de sefalizacién y factores de
transcripcion como Wnt y SHH en diversos tejidos que forman el aparato faringeo (32
y 42 bolsas endodérmicas o faringeas, ectodermo superficial y mesodermo no
derivado de la cresta neural) a partir del cual se forman los musculos y huesos de la
cara y el térax superior, asi como las estructuras de los oidos, paladar, dientes, timo,

tiroides y paratiroides y los grandes vasos(®2).

Se han hecho numerosos esfuerzos para identificar los genes blanco del factor
TBX1 durante el desarrollo y se ha mostrado que regula directa o indirectamente vias
sefializacion importantes como Delta-Notch, Acido Retinoico, FGF8 y FGF10
(Fibroblast growth factor 8 y 10) quienes promueven el crecimiento de células
adyacentes y ademas son importantes para la sobrevivencia, proliferacion y

migracion de las células de la cresta neural®?,

El gen TBX1, juega un papel muy importante en la cardiogénesis, ya que
regula indirectamente la migracion de las células de la cresta neural (CCN), a través
de la activacion de la expresion del gen homeobox GBX2 y la via Slit/Robo ¢4 en el
epitelio faringeo superficial para la formacién del 4° arco; también se ha demostrado
la influencia de TBX1 sobre la diferenciacion de las células de la cresta neural al
interactuar con las proteinas morfogenéticas O6seas (del inglés BMP’s: Bone
Morphogenetic Proteins) y con SMAD7 (un inhibidor de TGFB/BMP) para diferenciar
las CCN hacia células de musculo liso vascular (MLV) y producir matriz extracelular

(MEC) alrededor del 4° arco faringeo(®.

Recientemente, se identific6 un reservorio de células progenitoras en el
mesodermo faringeo, denominado campo cardiaco secundario (SCC) dénde TBX1
mantiene la poblacion de dichas células progenitoras cardiacas a través del
incremento de la proliferacion celular e inhibicion de la diferenciacion de los
cardiomiocitos; a partir de éste SCC las células migran gradualmente para formar el

tracto de salida, ventriculo derecho y partes del atrio(®),

TBX1 también se expresa en una pequefia porcion de células que se

convierten en cardiomiocitos en el tracto de salida en el campo anterior cardiaco;
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estas células pueden marcar un camino para la migracién subsecuente de las células
de la cresta neural, o pueden ser fundamentales para la formacion de ciertas
estructuras. La cascada molecular a nivel cardiaco no se ha descrito por completo;
sin embargo, el patron parece ser el mismo que en las estructuras cervicales con

ISL1(islet-1) regulando a SHH (Sonic hedgehog homolog)®©?.

TBX1 también activa la expresion de MYF5 (Myogenic factor 5) y MYOD1
(Myogenic Differentiation 1) que regulan el desarrollo de los musculos
branquiméricos, cuyo desarrollo aberrante puede explicar la insuficiencia
velofaringea®®; asi mismo, regula la expresion de PITX2 (paired-like homodomain
transcription factor 2), el cual es importante para el cierre corporal, desarrollo
craneofacial y asimetria derecha-izquierda durante el desarrollo cardiaco®?. Se ha
propuesto que el gen TBX1 también puede explicar las alteraciones esqueléticas
distales, vertebrales y renales (fenotipo no branquial) mediante su expresion en el

desarrollo del mesodermo y en el esclerotomo®?),

El desarrollo humano es sensible a las variaciones de la dosis génica de TBX1
y la haploinsuficiencia de este gen conduce a estructuras precursoras mas pequefias
o alteradas. Se han descrito mutaciones (F148Y, G310S y 1223delC) que explican
SDel22g11 o SVCF en pacientes sin del22q11.2(” asi como la disrupcion de la
homeostasis del Acido retinoico que puede alterar la expresion de TBX1 causando
dafio en el desarrollo de los arcos faringeos y da origen a una fenocopia de SVCF

en fetos expuestos a retinoides,
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3.1.2 Gen HIRA/TUPLE 1 (Histone Cell Cycle Regulator)

El gen HIRA/TUPLE1 (*600237 OMIM)("™d(Figura 7) se localiza en el extremo
proximal de la TDR22 (pb 22:19,330,700-19,431,695 NCBI)®9, se toma como
referencia para el diagnéstico citogenético a través de la técnica de FISH, cuya

sonda hibrida en esta region.
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Figura 7. Estructura del gen HIRA/TUPLE1

Se muestran en lineas verticales los exones 1-28 y en lineas punteadas los
intrones del gen HIRA. Chr22: Cromosoma 22; Kb: kilobases; p: brazo corto;
g: brazo largo. (http://genome.uscs.edu).

Este gen codifica para una chaperona de histonas H3-H4, la cual es
conservada evolutivamente y localiza preferencialmente a la variante de histona
H3.3(™ para su replicacion independiente y ensamblaje de nucleosomas, de esta
manera modula la expresion génica y juega un papel importante en los cambios
irreversibles del ciclo celular y la formacién de los sitios de heterocromatina; ademas
estd implicada en varios procesos incluyendo el desarrollo embrionario,

angiogénesis, senescencia celular y envejecimiento(’4),

Se ha observado su expresion en el corazén durante la tabicacidon del tracto
de salida cardiaco, por lo que se considera un fuerte gen candidato en el desarrollo
de defectos cardiacos en el SDel22ql11.2. Por otro lado, presenta un transcrito
“encriptado”, denominado 22k48, dentro del primer intron("™ el cual transcribe desde
la cadena opuesta y se expresa en todos los tejidos humanos. Muestra similitud con
secuencias aisladas en primates no humanos, pero no en ratones. La funcion

biolégica exacta de éste transcrito aun no es clara, pero aparentemente tiene un
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papel importante en la regulacion génica. Es posible que en el citoplasma 22k48
reconozca proteinas para formar particulas de ribonucleoproteinas (complejo SRP),
las cuales son cruciales para el importe de proteinas hacia el reticulo endoplasmico.
El complejo SRP esta constituido por 6 proteinas y RNA7S, que las mantiene
ensambladas. El transcrito 22k48 contiene secuencias aceptoras y donadoras de
splicing no convencionales, que tipicamente involucran snRNAs U11y U12, presenta
ademas elementos repetitivos que pueden provocar cambios en la estructura de la
cromatina que simulan deleciones, las cuales ocurren frecuentemente en esta

region.
3.1.3 Gen CRKL (V-CRK Avian Sarcoma Virus CT 10 Oncogene Homolog Like,

CRK-Like proto-oncogene, adaptator protein)

El gen CRKL (*602007 OMIM){®)(Figura 8) se encuentra dentro de la regién
22011.2 (22:20,917,397-20,953,748 NCBI) 9 cercano al LCR-D .
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Figura 8. Estructura del gen CRKL

Se muestran en cajas negras los exones 1,2y 3y en lineas punteadas los
intrones del gen CRKL. Chr22: Cromosoma 2; Kb: kilobases; p: brazo corto;
g: brazo largo. (http://genome.uscs.edu).

CRKL es una cinasa perteneciente a una familia de proteinas que codifica
para una molécula adaptadora citoplasmatica involucrada en la sefalizacién de
factores de crecimiento como Fgf y TGFp, recluta y activa complejos de sefializacion
en las adhesiones focales, actia como transductor de sefiales intracelulares via

abajo de varias clases de Receptores de Tirosin Cinasa (del inglés RTK's: Receptor
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of Tyrosine Kinases) que convergen en la via Mapk/Erk. Es el sustrato de la tirosina
cinasa BCR-ABL y se ha postulado que puede ser oncogénica ya que contiene
dominios SH2 y SH3 (homologia src) que han mostrado activar las vias de JUN y
RAS (factores de transcripcion) que transforman los fibroblastos en una forma RAS
dependiente. También se ha descrito una posible interaccidn con el acido retinoico y
en la via de sefializacion de endotelina de forma directa o mediante transactivacion

via los receptores de tirosin cinasa".

A pesar de tener una expresion ubicua, la proteina CRKL es mas abundante
en la region faringea y neural, asi como en las crestas neurales, donde resulta
necesaria para el desarrollo del timo, glandulas paratiroides, arco aoértico y corazon.
En modelos murinos Crkl -/-, los ratones presentan caracteristicas cardiovasculares,

craneofaciales y glandulares del SDel22q11.2 /8,

Existe la hipotesis de que FGF8 y el adaptador CRKL funcionan en una via
molecular comun, de tal forma que cuando se disrumpe dicha asociacion, por
haploinsuficiencia de CRKL, se reducen las sefales de FGF8 necesarias para el
desarrollo cardiovascular temprano y la sobrevivencia de embriones, asi como el
patron y longitud de los elementos 6seos de las extremidades y el paladar éseo,

contribuyendo asi a la patogénesis del SDel22q11.2(79).

Recientemente, se encontré que la heterocigocidad de CRKL contribuye a
defectos en el desarrollo del tracto genitourinario incluyendo al rifion, tanto en

humanos como en modelos animales(®9,
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3.2 Anédlisis molecular

A pesar de que la region critica del SDel22g11.2 se secuencio en 1999 y por
tanto se conocen las secuencias completas de los mas de 30 genes incluidos en
dicha regién, aun se desconoce la funcién de todos ellos. Por otro lado, existen
pacientes con fenotipo del SDel22g11.2 que no presentan la delecion®Y, lo cual tal
vez podria explicarse por la presencia de mutaciones puntuales o deleciones atipicas

en esta region que pueden estudiarse con técnicas de mayor resolucion @2,

Dentro de las técnicas que permiten establecer el diagndstico en estos casos
se encuentra MLPA, que detecta amplificaciones o deleciones de 1 a 500 pb, a lo
largo de una o varias regiones del genoma de manera precisa, rapida, sensible y con

alto rendimiento®3,

En el caso del SDel22g11.2 se cuenta con el kit MLPA SALSA P250 DiGeorge
(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands®), mediante el cual se pueden detectar
microduplicaciones y microdeleciones en 22qll.2 y otras regiones genomicas
previamente asociadas con cardiopatias congénitas sindrémicas (con o sin otras
caracteristicas fisicas del SDel22g11.2)®4, El kit de MLPA P250 contiene 48 sondas,
31 localizadas en el cromosoma 22 y 17 en las regiones 4935, 8p23, 9934, 10p12,
10p14y 17p13.

La técnica estandar requiere un minimo de 20ng de DNA y se basa en la
cuantificacion de sondas que son afadidas a muestras de DNA gendmico y
amplificadas de forma multiple. La cantidad relativa de cada producto de PCR es
proporcional al nimero de copias de la secuencia blanco, dichos amplificados se
separan por electroforesis capilar (Appplied Biosystems™) y los datos se analizan

utilizando el software Coffalyser (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands®).

Diversos estudios reportan que existe una gran correlacion entre los
resultados de FISH y MLPA; sin embargo, en casos donde el FISH resulta negativo
a la delecion, por su disefio y resolucion MLPA logra identificar deleciones atipicas
con una sensibilidad del 95 al 99% y una especificidad del 97 al 99% en un menor

tiempo que el FISH, sin necesidad de realizar cultivo de linfocitos, a un menor costo
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y con una cantidad pequefia de DNA con posibilidad de emplear muestras
almacenadas por largo tiempo®®),

Dentro de las deleciones atipicas de la RTD reportadas en la literatura
mundial, se encuentran LCR A-D+, que es una variante de la delecion de 3Mb, la
delecion de 1-5Mb (LCR A-B) y la variante de 2Mb (LCR A-C), de las cuales se han
podido establecer relaciones genotipo-fenotipo a nivel individual pero que no han
resultado en las mismas caracteristicas fisicas en diferentes pacientes con la misma
delecién, orientando a que existen otros mecanismos como mutaciones puntuales
en TBX1, factores epigenéticos o modificadores genéticos que pueden regular o

contribuir en la variabilidad del fenotipo(®).

A través de los afios se han encontrado pacientes con caracteristicas clinicas
inusuales asociadas al fenotipo de SDel22ql11.2; una posible explicacion es la
existencia de una mutacion en el alelo no deletado que ademas puede resultar en la
concurrencia de un trastorno recesivo®”); por lo que resulta importante considerar su
estudio, el cual se puede abordar con nuevas técnicas como High Resolution Melting
(HRM) que se ha convertido en una herramienta poderosa post-PCR para la
genotipificacion y basqueda de mutaciones, ya que con el fluoroforo LC Green que
se intercala en el DNA de doble cadena, permite la monitorizacion del decaimiento
de la fluorescencia segun las diferentes temperaturas de disociacion de las muestras,
identificando rapidamente mutaciones en diversas enfermedades genéticas®®. Las
ventajas aparentes incluyen velocidad de analisis, ausencia de preparacion y
separacion de los productos de PCR; ademas de que cuenta con una sensibilidad y
especificidad muy elevada (100%) para la deteccion de amplicones de menos de 400

pb y para los amplicones entre 400 a 1000pb es de 96.1 a 99.4%.

Finalmente, contar con los resultados de los pacientes que presentan
deleciones atipicas y mutaciones o polimorfismos en genes localizados en la RTD
resulta importante ya que permitiria construir una base de datos comun que haria
posible establecer conclusiones y unificar criterios clinicos y moleculares para

establecer el diagnostico correcto de SDel22q11.2®9).
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El empleo de la genética molecular ha permitido la identificacion de los genes
involucrados, tanto en la etiologia primaria, como en los factores de riesgo
significativos para el desarrollo de anomalias cardiacas y vasculares; sin embargo,
su uso real en el marco clinico sigue siendo limitado, en parte debido a los altos
costos y los recursos que implica, asi como a la compleja heterogeneidad genética.
En el presente trabajo se pretende analizar la regién 22g11.2 y detectar deleciones
atipicas mediante la técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) asi como identificar y caracterizar variantes en la secuencia de DNA
de los genes TBX1, HIRA y CRKL en pacientes portadores del fenotipo del

SDel22g11.2 y en pacientes con cardiopatias troncoconales aisladas.

5 JUSTIFICACION

El sindrome de la delecion 22g11.2 es relativamente frecuente y tiene una alta
incidencia de malformaciones cardiacas, principalmente de tipo troncoconal; sin
embargo, presenta una gran heterogeneidad clinica y genética, lo cual dificulta su
diagnostico, por lo que es necesario identificar y caracterizar variantes en la
secuencia del DNA de los genes TBX1, HIRA y CRKL implicados en la cardiogénesis,
asi como descartar deleciones atipicas en la RTD. Lo anterior permitira otorgar
asesoramiento genético y generara conocimiento para contar con riesgos de
recurrencia mas confiables en este grupo de pacientes, en quienes los tratamientos
actuales han incrementado la sobrevida hasta la edad reproductiva, con un a

probabilidad del 50% de transmitir la enfermedad a su descendencia.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general:

Realizar el analisis molecular de la RTD y de los genes TBX1, HIRA y CRKL en
pacientes con datos fenotipicos del espectro de la delecion 22q11.2 y en pacientes
con cardiopatia troncoconal aislada.

6.2 Objetivos secundarios

- Identificar deleciones atipicas en la RTD, por medio de FISH y MLPA en
pacientes con fenotipo del SDel22g11.2 y en pacientes con cardiopatia
troncoconal aislada

- Realizar el analisis molecular de los genes TBX1, HIRA y CRKL mediante
HRM, en pacientes con datos fenotipicos del espectro de la delecion
22011.2 y en pacientes con cardiopatia troncoconal aislada.

- Determinar si existe una relacion genotipo-fenotipo en los pacientes
estudiados.

- Determinar casos familiares y ofrecer asesoramiento genético

7 MATERIAL Y METODOS

A los pacientes referidos al servicio de Cardiopediatria, con diagnastico clinico
cardiolégico y ecocardiogréafico de cardiopatia troncoconal, se les realizé historia
clinica completa y exploracion fisica detallada por médico genetista. Posteriormente
se tomo6 una muestra de 5 a 10ml de sangre periférica y se recolecté en 2 tubos
diferentes, 3ml en tubo de heparinay 3 a 5ml en un tubo de EDTA para realizar los

siguientes estudios:

1. Cariotipo convencional con bandas GTG con una resolucion de 450-550 bandas,

con lectura de 20 metafases (Ver Anexo 2,3)
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. Estudio de FISH con sonda TUPLEL utilizando como control la sonda ARSA
(22913.3) (DiGeorge Region Probe-LSI TUPLE1 Spectrum Orange/LSI ARSA
Spectrum Green, Vysis) (Ver Anexo 4)

. Andlisis molecular de la region 22g11.2 mediante MLPA (SALSA MLPA P250
DiGeorge probemix, MRC Holland®) (Ver Anexo 6)

. Identificacion de variantes de las regiones codificantes de los genes TBX1, HIRA
y CRKL, mediante técnica High Resolution Melting (HRM, Thermo Fisher Sci®)
(Ver Anexo 7).

Tipo de estudio: observacional, descriptivo, transversal

Seleccién de la muestra: a conveniencia por consecuencia

Universo de estudio: pacientes referidos al Instituto Nacional de Cardiologia
“Dr. Ignacio Chavez y del Hospital Infantil de México “Federico Gémez” con
cardiopatia congénita y fenotipo compatible con el SDel22q11.2 y pacientes con

cardiopatia troncoconal aislada valorados por Cardiélogo y Médico genetista.

Criterios de inclusion:

- Pacientes mexicanos, hijos de padres mexicanos y abuelos nacidos en
México

- Ambos sexos

- Cualquier edad

- Cuente con valoracion cardiolégica y Ecocardiograma

- Cuente con valoracién por Médico genetista

- Pacientes portadores de cardiopatia congénita troncoconal
o Fenotipo del SDel22q11.2
o Aislada

- Autorice formar parte del estudio mediante firma del consentimiento

informado
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e Criterios de exclusion:

8 ANALISIS

No acepte formar parte del estudio

Pacientes con cardiopatia troncoconal que cuenten con otro
diagnéstico sindrémico emitido por Médico genetista

Pacientes en los que no se puede obtener suficiente muestra para
realizar estudios de citogenética y biologia molecular

Muestras en las que se presente degradacion del DNA

- Se realizé un analisis descriptivo: frecuencias, porcentajes de manifestaciones

clinicas en los pacientes positivos y negativos a la Delecion 22g11.2 (Correlacion

genotipo-fenotipo, incluyendo a las deleciones atipicas).

- Los hallazgos de MLPA fueron analizados mediante el Software Coffalyser HRM-
Holland Inc®).

- Los hallazgos de HRM fueron analizados mediante High Resolution Melt (HRM)

Software 2.0.2, de Applied Biosystems ™
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9 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se apeg6 a los lineamientos éticos contemplados para la
investigacion en seres humanos de la Declaracién de Helsinki y de acuerdo al
apartado Il del articulo 17 en el titulo segundo del reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud, este trabajo se considerd con riesgo

minimo.

El procedimiento consistio en tomar una muestra de sangre de 5 a 10 ml
mediante puncién venosa o via catéter central (en caso de que el paciente haya sido
sometido a cateterismo), recolectadas en tubo de Heparina y otro de EDTA,
posteriormente las muestras fueron procesadas mediante técnicas de citogenética y
biologia molecular en el Laboratorio de Gendmica del Instituto Nacional de

Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”.

POTENCIALES BENEFICIOS: en base a los resultados obtenidos del analisis
molecular del DNA, es probable que el paciente no haya recibido ningun beneficio
directo del estudio; sin embargo, su participacion ayudo al avance del conocimiento
de la Delecion 22q11.2 y de las cardiopatias troncoconales. Por otra parte, en
aquellos casos con deteccidn de alteraciones genéticas, se les otorg6 asesoramiento
genético por un Médico genetista. Asi mismo, se les ofrecié a los progenitores el
analisis citogenético y molecular para conocer sus riesgos de recurrencia de la
Delecion 22g11.2, incluyendo variantes atipicas con técnicas diferentes a las

habitualmente empleadas.

POTENCIALES RIESGOS: los posibles riesgos son aquellos relacionados con la
extraccion de la sangre, como la presencia de hematoma, equimosis, sincope y rara
vez infeccion. Existe un potencial riesgo psicologico y estrés relacionado con la
presencia de mutaciones o deteccién de la Delecion 22g11.2, para lo cual los padres
y/o los pacientes recibieron asesoramiento genético, consistente en una amplia
explicacion de la enfermedad, cuidados generales y supervision de la salud, asi
como referencia a las especialidades correspondientes de manera preventiva,

incluyendo apoyo psicoldgico.
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BALANCE RIESGO BENEFICIO: se considera que los potenciales beneficios estan
proporcionados a los potenciales riesgos de la investigacion.

SELECCION JUSTA DE LOS PARTICIPANTES: todos los pacientes con cardiopatia
troncoconal fueron invitados consecutivamente a formar parte del estudio y se
incluyeron una vez que los padres y/o pacientes firmaron el consentimiento

informado.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD: toda la informacion recabada durante el
estudio es absolutamente confidencial y con fines de investigacion, se etiquetd con
un codigo y se almacend en una base de datos segura a la que unicamente los
investigadores responsables tienen acceso. En caso de publicacion de los resultados
0 presentacion de los mismos en eventos cientificos, no se dara informacion que
pudiera revelar la identidad del paciente o su familia. En los casos de pacientes
positivos para la delecion 22g11.2, el resultado se inform6 al médico cardiodlogo
tratante y los pacientes fueron referidos a las especialidades necesarias para su

atencion integral.

CONSENTIMIENTO INFORMADO: el consentimiento informado se solicitd por parte
de la alumna de maestria a los padres de los pacientes (y/o pacientes), una vez que
se confirmo el diagndstico con la valoracion cardiolégica y Ecocardiograma. Se utilizo
un ambiente privado para explicar de una manera sencilla mediante el uso de
diapositivas conceptos basicos para comprender el objetivo del estudio, los riesgos
y beneficios, asi como la posibilidad de retirarse del estudio (retirar el DNA) sin sufrir
repercusiones negativas de alguna indole en su atencion médica. Se explicé que
posteriormente serian contactados para dar a conocer los resultados del paciente y
otorgar asesoramiento genético, respondiendo a las dudas sobre los resultados y la
informacién brindada. Finalmente se procedié a firmar el documento del
consentimiento informado por parte de los padres y/o pacientes y testigos y se otorgo

una copia del mismo a los participantes.

e El presente proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Etica e
Investigacion del INCICh (Reg. 12-759).
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10 RESULTADOS

Se captaron 96 pacientes de los cuales 1 se eliminé ya que no se obtuvo el
cultivo de linfocitos para realizar FISH y tampoco una muestra adecuada para
extraccion de DNA. En una muestra de 95 pacientes se realizé FISH a 92 pacientes,
se obtuvo resultado positivo a la del22q11.2 en el 35.8% (tabla 2). A 87 pacientes se
les realiz6 MLPA con 35.6% de positividad para la del22g11.2 tipica y otros cambios
atipicos en 9.1% (ver Tabla 5,6 y 7 en donde se muestran las regiones analizadas
en cada uno de los pacientes). El analisis por HRM de los genes TBX1, HIRAy CRKL
se realizo a 87 pacientes, en donde se identificaron diferentes variantes (ver Tabla
8,9, 10y 11 en donde se muestran los cambios en las regiones analizadas en cada
uno de los pacientes). Existe un niumero de pacientes que no se realizé FISH, MLPA
y/o HRM por muestra insuficiente o de mala calidad, lo anterior se describe en la
Tabla 2.

Tabla 2. Resumen de resultados de estudios de FISH, MLPA y HRM en pacientes

con datos fenotipicos del espectro de la delecion 22g11.2 y en pacientes con
cardiopatia troncoconal aislada

Total n=95 Estudio del22g11.2 Negativo a Cambios Estudio
del22g11.2 atipicos

MLPA+ 31 30 1 - HRM+ 30
FISH -
del22q11.2 HRM 1
MLPA- 2 NA NA NA HRM+ 0
33 HRM- 2
MLPA+ 55 1 - 8 HRM+ 54
FIS-H HRM- 0
Negativo a
del22q11.2 MLPA- 4 NA NA NA HRM+ 0
HRM- 4
59
MLPA+ 1 = = 1 HRM+ 1
SIN FISH HRM- 0
3 MLPA- 2 NA NA NA HRM+ 2
HRM+ 0

FISH. Hibridacion Fluorescente in situ. MLPA Amplificacion mudltiple de sondas
dependiente de ligamiento (Multiplex ligation dependent probe amplification). HRM.
Andlisis de alta resolucion de fusion (High Resolution Melting). n nimero de pacientes
estudiados. del22q11.2 delecion 22q11.2 (+) Se realizo el estudio. (-) No se realizo el
estudio. NA No aplica
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De la muestra de 95 pacientes con cardiopatias troncoconales, 16 se consideraron
tipo aisladas ya que los pacientes no presentaban dismorfias ni retraso en el
desarrollo psicomotor y 79 pacientes se consideraron sindromicos. De los 16
pacientes con CC aisladas, 1 (6.2%) resultd con FISH positivo para del22q11.2, la
cual se corrobor6 mediante MLPA; ademas en este grupo se detectd
una delecion atipica (6.2%), 2 con alteraciones inespecificas (12.5%), 9 fueron
normales (56.2%) y en 3 no se hizo el estudio porque la muestra de DNA fue

insuficiente (18%).

En cuanto a los pacientes sindromicos se obtuvo FISH positivo para del22g11.2 en
32 pacientes (40%) corroborado en 27 pacientes mediante MLPA, 2 pacientes mas
presentaron delecion atipica y uno de los positivos mediante FISH fue negativo en
MLPA; mientras que 8 presentaron alteraciones inespecificas (10%), 36 fueron
normales (45%) y en 5 pacientes no se realizé el MLPA por DNA insuficiente (6.3%).

Lo anterior se muestra en la figura 9.

95 pacientes con
cardiopatias
tr,o,n,cgg:,qriql,e,s

& W 16 pacientes =2 80 pacientes
Cardiopatia /’ SDel22q11.2

r troncoconal Aislada

nd_
—.

- ~ s
1 FISH no se T 2FSHnose |
realizé 1 realizaron 1
‘ R 3 MLPA no se ‘ R 5 MLPA no se O)
1 FISH + 14FisH- et 32 FISH + sEsH. \%/
1 MLPA + MLPA 27 MLPA + MLPA 87 pac.
* 9 normales * 2 delecién atipica * 37 normales MLPA
* 1 Del Atipica * 8 cambios
* 2 cambios inespecificos inespecificos 87 pac
HRM

Figura 9. Resultados entre pacientes con Cardiopatia troncoconal
aisladay en pacientes sindromicos
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10.1 Frecuencia de sexo y Antecedentes familiares

De los 33 pacientes que resultaron positivos por FISH a la del22g11.2, el
42.4% son mujeres y 57.5% hombres. De los pacientes negativos por FISH a la
del22g11.2 47.4% son mujeres y 52.5% hombres. En la Tabla 3 se muestran la
frecuencia de antecedentes familiares de cardiopatias, paladar hendido,

enfermedades mentales y malformaciones.

TABLA 3. FRECUENCIA DE SEXO Y ANTECEDENTES FAMILIARES

Pacientes Positivos a la del22q11.2 n=33* Pacientes Negativos ala Del22g11.2 n=59*

Mujeres Hombres Mujeres Hombres

14 (42.4%) 19 (57.5%) 28 (47.4%) 31 (52.5%)
Antecedentes de cardiopatias 10 Antecedentes de cardiopatias 15
Antecedentes de paladar hendido 2 Antecedentes de paladar hendido 0

Antecedentes de enfermedades mentales 8 Antecedentes de enfermedades mentales 13
Antecedentes de malformaciones 3 Antecedentes de Malformaciones 14

*Diagnosticados mediante FISH

10.2 Frecuencia de Cardiopatias Congénitas

Para el grupo positivo a la delecion 22g11.2 las cardiopatias congénitas mas
frecuentemente observadas fueron la Tetralogia de Fallot (46%), Atresia/Estenosis
pulmonar con Comunicacion Interventricular y Colaterales Aortopulmonares (6%),
Tronco Arterioso (6%); el resto de los pacientes presentaron cardiopatias
troncoconales aisladas o complejas y en uno de los pacientes se descart6 la CC (Cor
Sano). En el grupo de pacientes negativos a la delecion, las cardiopatias mas
frecuentes fueron Tetralogia de Fallot (25%), Atresia/estenosis pulmonar (11%), CIA
(6%) y PCA (6%), asi como CIV con atresia/estenosis pulmonar (5%), en uno de los

pacientes se descarto la cardiopatia congénita (Grafica 1).
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GRAFICA 1. FRECUENCIA DE CARDIOPATIAS CONGENITAS EN PACIENTES
POSITIVOS Y NEGATIVOS A LA DELECION 22q11.2
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10.3 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas mas frecuentemente encontradas en los
pacientes con del22q11.2 se describen en la Tabla 4 y son las fisuras palpebrales
estrechas (36%), hipertelorismo (51%), epicanto (72%), puente nasal ancho (69%) y
prominente (57%), punta nasal bulbosa (45%), hipoplasia de ala nasi (63%),
pabellones auriculares acopados (39%), concha profunda (28%), comisura de los
labios dirigida hacia abajo (57%), boca pequefia (33%) y voz hipernasal (27%); se

muestran también otras manifestaciones poco frecuentes (ver tabla 4 y 11).

TABLA 4. FRECUENCIA DE MANIFESTACIONES CLINICAS EN PACIENTES CON del22¢q11.2 n=33
MANIFESTACION n % MANIFESTACION n %
Asimetria facial estructural 2 6 | Hipotiroidismo 1 3
Facies asimétrica al llanto al 1 3 | Hipotonia 3 9
nacimiento
Facies hipotonica 1 3 | Escoliosis 3 9
Perfil facial plano 10 30 | Hipermovilidad articular 1 3
Frente amplia 2 6 | Contracturas 3 9
Estrabismo 4 12 | Paladar alto 7 21
Fisuras palpebrales estrechas 12 36 | Paladar ojival 2 6
Fisuras palpebrales dirigidas hacia 4 12 | Paladar hendido 1 3
arriba
Hipertelorismo 17 51 | Paladar hendido submucoso 3 9
Parpados gruesos 2 6 | Oligodontia 1 3
Epicanto 24 72 | Boca pequena 11 33
Telecanto 2 6 | Comisura de los labios dirigida hacia 19 57
abajo

Puente nasal ancho 23 69 | Micrognatia 4 12
Puente nasal prominente 19 57 | Constipacion 4 12
Punta nasal bulbosa 15 45 | ERGE 7 21
Punta nasal bifida 2 6 | Herniainguinal 3 9
Narinas estrechas 11 33 | Hernia umbilical 4 12
Hipoplasia de ala nasi 21 63 | Criptorquidia 3 9
Dedos largos 6 18 | Reflujo genitourinario 2 6
Dedos estrechos 7 21 | Piel aspera 1 3
Dedos cénicos 8 24 | Sindactilias cutdneas 2 6
Hélix grueso 1 3 | Clinodactilia 1 3
Hélix plegado 3 9 | Polidactilia 1 3
Lébulos pegados 1 3 | Pie equinovaro 1 3
Pabellones acopados 13 39 | Pie plano 1 3
Pabellones pequeios 5 15 | Crisis convulsivas 3 9
Asimetria de pabellones auriculares 4 12 | Esquizofrenia 2 6
Baja implantacion de pabellones 7 21 | Voz hipernasal 9 27
auriculares
Concha profunda 9 27 | Linfopenia 2 6
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10.4 Estudios moleculares

En cuanto al MLPA se corrobor6 la del22g11.2 en 30 pacientes como se
muestra en la figura 10. Se excluyeron 2 pacientes (SD55, SD97 debido a que el
DNA fue insuficiente. En el caso del paciente con ID SD13-68 se encontr6 una
delecién que no involucra toda la regién de 3Mb en 22q11.2 (CDC45-1, GP1BB-2,
TXNRD2-9, KLHL22-2, MED15-10, SNAP29-5, LZTR1-16) (figura 11), en el paciente
SD89 se encontrd Unicamente una alteracion en la sonda RTDR1-2 (LCR E) y en el
paciente SD91 se encontraron deleciones adicionales, fuera de la RTD (RTDR1-2,
RAB36-1 (LCR E), PPP1R3B [8p23.1], EHMT1 [9q34.3] y GATA3 [10p14].(Tabla 5).

En los pacientes negativos a la del22q11.2 se muestran los resultados del
MLPA en las Tablas 6 y 7, asi como algunos ejemplos representativos en las figuras
12,13,14y 15.

En cuanto al analisis mediante HRM de los genes HIRA, CRKL y TBX1 se
muestran las diferentes variantes de los pacientes negativos a del22ql11.2 en las
tablas 8, 9 y 10. En los pacientes positivos a del22g11.2 se describen las variantes
en HRM de los genes TBX1, HIRA y CRKL en la Tabla 11, donde se establece la

relacion genotipo-fenotipo.
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TABLA 5. MLPA Y CARIOTIPO EN PACIENTES CON FISH POSITIVO A LA DELECION
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ID PACIENTE

0dILOI¥VD

SONDA
MLPA

IL7RA-4

SLC25A18-1
BID-4

MICAL3-20
USP18-1

CLTCL1-3
HIRA-25
CDC45-1

CLDN5-1
GP1BB-2

TBX1-2

TBX1-7

TXNRD2-9
DGCR8-2

ZNF74-2

KLHL22-2

MED15-10

SNAP29-5
LZTR1-16
HIC2-2

PPIL2-20

TOP3B-7

RTDR1-6
GNA

Z-3

RTDR1-2

RAB36-1

SMARCB1-1

SMARCB1-9
SNRPD3-2

SLC25A4*
KLKB1*

PPP1R3B*
MSRA*

GATA4*
EHMT1*

EHMT1*

GATA3*

GATA3*

TCEB1P3

CELF2-reg*
CELF2*

NEBL*

RPH3AL*
RPH3AL*
GEMIN4*

YWHAE*
ARSA*

SHANK3*

Resultado de MLPA (kit MLPA-P250). La delecidn esta indicada en color Rojo (delecion hemicigota),

Blanco indica dos copias. Amarillo Cambios inespecificos. Azul duplicaciones. NUC Nucleos. S Sin DNA.
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220911.2 en paciente SD14-119
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Figura 10. MLPA con deleci
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Resultado de MLPA (MLPA kit P-250) en paciente SD14-119. Se observa la

delecion tipica.
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Figura 11. MLPA con deleci
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Resultado de MLPA (MLPA kit P-250) en paciente SD13-68. Se observa

deleciéon en la RTD sin abarcar todas las sondas.
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TABLA 6. MLPA Y CARIOTIPO EN PACIENTES CON FISH NEGATIVO A LA DELECION

ID PACIENTE

SD123-36

SD13-38

SD13-39

SD13-40

SD13-41

SD1343

SD13-46

SD13-47

SD13-48

SD13-49

SD13-50

SD13-51

SD13-52

SD13-53
SD13-56
SD13-61

SD13-63

SD13-64

SD13-65

SD13-70

SD13-71

SD13-72

SD13-75

SD13-76

SD13-77

SD13-79

SD13-81

SD13-82

SD13-84

SD13-85

SONDA
MLPA

CARIOTIPO

46,XY, 9gh+

NUC

NUC

46,XX, 16gh+

46,XX, 16gh+

46,XX

46,XY

46,XX

46,XY

46,XX

46,XY

NUC

NUC

NUC
NUC
NUC

NUC

NUC

NUC

NUC

NUC

NUC

46,XY

NUC

NUC

NUC

NUC

46,XX

46,XX

46,XY

IL7RA-4

SLC25A18-1

BID-4

MICAL3-20

UsP18-1

CLTCL1-3

HIRA-25

CDC45-1

CLDN5-1

GP1BB-2

TBX1-2

TBX1-7

TXNRD2-9

DGCR8-2

ZNF74-2

KLHL22-2

MED15-10

SNAP29-5

LZTR1-16

HIC2-2

PPIL2-20

TOP3B-7

RTDR1-6

GNAZ-3

RTDR1-2

RAB36-1

SMARCB1-1

SMARCB1-9

SNRPD3-2

SLC25A4*

KLKB1*

PPP1R3B*

MSRA*

GATA4*

EHMT1*

EHMT1*

GATA3*

GATA3*

TCEB1P3

CELF2-reg*

CELF2*

NEBL*

-

RPH3AL*

RPH3AL*

GEMIN4*

YWHAE*

ARSA*

SHANK3*

Resultado de MLPA (kit MLPA-P250). La delecidn esta indicada en color Rojo (delecidon hemicigota), Blanco indica
dos copias. Amarillo y Morado. Cambios inespecificos. Azul Duplicacion. NUC Nucleos.
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Figura 12. MLPA con delecion en region 22g11.2 en paciente SD13-50

SVIs-DU

Resultado de MLPA (MLPA kit P-250) en paciente SD13-50. Se observa
delecién en la RTD sin abarcar todas las sondas.

Figura 13. MLPA con cambios inespecificos en region 22q11.2 en
paciente SD13-53

SD13-63

Resultado de MLPA (MLPA kit P-250) en paciente
algunos cambios inespecificos en la RTD
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TABLA 7. MLPA Y CARIOTIPO EN PACIENTES CON FISH NEGATIVO A LA
DELECION

ID PACIENTE

SD13-86
SD13-87
SD14-90
SD14-94
SD14-95
SD14-96
SD14-98
SD14-99
SD14-100
SD14-105
SD14-107
SD14-108
SD14-110
SD14-111
SD14-113
SD14-116
SD14-117
SD14-120
SD14-121
SD14-122
SD14-124
SD14-125
SD14-126
SD14-127
SD14-128
SD14-129

SONDA
MLPA

CARIOTIPO
46,XX
46,XX
46,XX
46,XX
46,XX
46,XY
46,XX
46,XY
46,XY
46,XY
46,XY
46,XX
46,XY, 9gh+

46,XY
46,XX
46,XY
NUC
46,XY
NUC
NUC
NUC
46,XY
46,XY
46,XY
NUC
NUC

IL7RA-4

SLC25A18-1

BID-4 ||

MICAL3-20

UsP18-1

CLTCL1-3

HIRA-25 ||

CDC45-1

CLDN5-1

GP1BB-2

TBX1-2

.

TXNRD2-9

DGCR8-2

ZNF74-2

KLHL22-2

MED15-10

SNAP29-5

LZTR1-16 || | |

HIC2-2

PPIL2-20

TOP3B-7

RTDR1-6

GNAZ-3

RTDR1-2 m
RAB36-1 0

SMARCB1-1

SMARCB1-9

SNRPD3-2

SLC25A4*

KLKB1*

PPP1R3B*

MSRA*

GATA4*

EHMT1*

EHMT1*

GATA3*

GATA3*

TCEB1P3

CELF2-reg*

CELF2*

NEBL*

RPH3AL*
RPH3AL*

GEMIN4*

YWHAE*

ARSA*
SHANK3* [ |

Resultado de MLPA (kit MLPA-P250). La delecidn esta indicada en color Rojo (delecidon hemicigota), Blanco indica
dos copias. Amarillo y Morado. Cambios inespecificos. Azul Duplicacion. NUC Nucleos.
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Figura 14. MLPA con cambios en region 22gq11.2 en paciente SD14-94

84

Resultado de MLPA (MLPA kit P-250) en paciente SD14-94. Se observa
delecion en RTDR1-2, duplicacion en LZTR1-16 y otros cambios inespecificos.

-

Figura 15. MLPA con cambios en region 22q11.2 en paciente SD14-107

107

Resultado de MLPA (MLPA kit P-250) en paciente SD14-94. Se observa
delecién en RTDR1-2, duplicacion en LZTR1-16 y otros cambios inespecificos.
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TABLA 8. VARIANTES DEL GEN HIRA MEDIANTE HIGH RESOLUTION MELTING EN PACIENTES CON CARDIOPATIA

TRONCOCONAL NEGATIVOS A del22q11.2

HIRA 10

iIHIRA 9

HIRA 18

HIRA 19

HIRA 20

HIRA 21

HIRA 23

Ccc

HIRA 24
HIRA 25
HIRA 26
HIRA 27

g

CIA/CIV

IAA,PCA

AP,CIV,PCA

CIA

PCA

e

DVSVD, CC

AT

AP,
TP,CAP,DAA

CIA,CIV

TF

SD51

SD51 | SD51

b/6 L/Cc DVSVD

TGV

TF

TF

SD64
/1

TGV

VDH,CC

AP, CIA

SD70
Lo/C

SD70
0/C AP

TF

S

SD77
/1

SD77
[15/16

AP,CIV

sD77
b/6

HVI, COA,
ARDAP, VCIP

AP,CIV

TC

,_.
=
S

ASVP

TF

TF

AT, TGV

CIA, CIV

TF

i i

TF

CAVP,
A PCA

AAB, CIV,
AP

SHLHL ]

TAl
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SD103
b/C

SD103
/1

SD103
b/C

SD103
/2

SD103
/1

SD103
R/C

SD103
B/C

SD103
/1

$D103
R/2

$D103

$D103
V.3

TA2

PCA

SD107
B/C

IAA

TF

SD110
/1

AP

TA

TF

AP,DX

SD120
3/8

SD120
L/c

SD120
/8

SD120

B/C

SD120
L/c

SD120
7/12

CIA

TF

SD122
7/

SD125
/2

$D122
/1

TF, DAA

TF

$D125

$D125
17/18

$D125
p/C

SD125

.10

SD125
L/c

SD125
5/C

DVSVD

AT

DVSVD, EP

TF

En la tabla se describen en la parte superior los exones del gen HIRA, en la columna extrema derecha se describe
el tipo de cardiopatia congénita (CC) que se representan en el centro con diferentes colores y se describen las
variantes de cada exdn por paciente.
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TABLA 9. VARIANTES DEL GEN CRKL MEDIANTE HIGH RESOLUTION MELTING EN PACIENTES CON CARDIOPATIA

TRONCOCONAL NEGATIVOS A del22q11.2

ICRKL 1A

ICRKL1B

cC

CRKL 3F
CRKL 3G
CRKL3H
CRKL 33
ICRKL 3K
ICRKL 3L
CRKL 3M
CRKL 3N
CRKL 3P
CRKL 3Q
CRKL3S
CRKL3T

ICRKL1C
ICRKL1D
ICRKL2A
ICRKL2B
ICRKL3A
ICRKL3B
ICRKL3E

CIA/ICIV

IAA, PCA

AP, CIV, PCA

TF

AT

AP, HTP,
CAP DAA

CIA, CIV

TF

DVSVD

TGV

TF

AT

SD70 sD70 sD70
2/9 V.1 AP

|

TF

ASVP

TF

TF
CIA, CIV

c/2
TF
CAVP, CIA,
PCA

SD98
ca AAB, CIV, AP

TF

Sl a1

SD103
c/2

sD103 | SD103 | SD103 | sD103 SD103 | SD103 | sD103 | SD103 | sD103 sD103 | sD103 | sD103 | SD103
4/5 1/1 2/2 11/12 3/3 4/4 1/2 2/2 c/2 1/1 c/s 1/2 2/3 TA2

TF

TA

TF

AP, DXM

AP, ClIV,
RCC

SD120 SD120 sD120
3/3 5/5 c/2

sD120
6/6 CIA

TF

SD122
1/6

TF, DAA

TF

&7 | sl pvsvo

DVSVD, EP

TF

En la tabla se describen en la parte superior los exones del gen CRKL, en la columna extrema derecha
se describe el tipo de cardiopatia congénita (CC) que se representa en el centro con diferentes colores
y se describen las variantes de cada exdn por paciente
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TABLA 10. VARIANTES DEL GEN TBX1 MEDIANTE HIGH RESOLUTION MELTING EN PACIENTES CON CARDIOPATIA
TRONCOCONAL NEGATIVOS A del22q11.2

FENOTIPO

TBX1-1
TBX1-2
TBX1-3A
TBX1-3B
TBX1-4
TBX1-5
TBX1-6
TBX1-7/8
TBX1-9A
TBX1-9B
TBX1-9C
TBX1-9D

CIA/ICIV

CIA

SD40 1/C

PCA

TF
AP, HTP, CAP,
DAA

CIA/ICIV

SD51 C/1 SD51 4/5 DVSVD

TGV

[ i

TF

SD75 1/1 S

AP, CIV

L e,y

SD82 C/2 ASVP

TF

.

CIAICIV

TF

CAVP, CIA, PCA

AAB, CIV, AP

TAl

SD103 1/1 TA2

PCA

S

AP

TA

TF

AP, CIV, RCC

SD120 5/7 SD120 4/5 | SD120 C/3 CIA

DVSVD, EP
En la tabla se describen en la parte superior los exones del gen CRKL, en la columna extrema derecha
describe el tipo de cardiopatia congénita que se representa en el centro con diferentes colores y se
describen las variantes de cada exdn por paciente
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SD12-6
SD12-8

SD12-14

SD13-55

SD13-57

SD13-59

SD13-60

SD13-62
SD13-67

SD13-68

SD13-69

SD13-73

SD13-74

SD13-78

SD13-80

SD13-83
SD13-88

SD13-89

SD13-91

SD13-92

FENOTIPO

DA TC CcC

TC2

+ TF

TF

TF

TF

CIV PCA

TF
TF

CIV PCA

AVP

TA

TF

+ AP CIV

RAP

TF

TF

+ AP

AP CIV

CIA

TC

OTROS

ERGE

Criptorquidia,
sindactilias
ERGE, crisis
convulsivas,
hipotonia
Hipotonia, hernia
inguinal y umbilical,
irritabilidad
Criptorquidia,
constipacién cronica
Linfopenia

Epicanto

Irritabilidad, hernia
umbilical,
criptorquidia
Puente nasal ancho,
cicatriz umbilical
prominente
Dificultad
respiratoria
ERGE,
Hipermovilidad
articular
Epilepsia del I6bulo
temporal,
esquizofrenia,
hipotiroidismo,
escoliosis
ERGE, sindactilias,
teletelia
Teletelia

Contracturas

Piel aspera, crisis
convulsivas, hernia
inguinal

Oligodontia, encias

prominentes, hernia
umbilical, falanges
distales hipoplasicas

MLPA

-~

T+

T+

T+

T+

TABLA 11. RELACION GENOTIPO-FENOTIPO EN PACIENTES POSITIVOS A del22q11.2

VARIANTES EN HRM

TBX1 HIRA

1 12,20,26
15 2,3,5,6,12,
17,18
* *
- 12,17
1 A12,17
1 5,11,12,13
,16,17,21
1,9D 6,12
2,455,717,
21,22,24
A,2,17,26
1 6
8,16
A17
A2,4,7,12
24
47
5,7/8 A5,7,8,9,
12,20,26
9A 4,7,8,20,2
2
1,3B,5, A3,6,7,11
718 ,14,16,17,
18,22,23,
25, 26
1 9,17,19

CRKL

3CD

3CD,3F,
33,30,3
s

3K,3S

3H,3N

3CD,
3N,3S
3CD,3J

3E,3N

3N,
3P,3Q

3CD

3CD,3N

3CD,
3H, 3P

3F,33,3
P,3S
3B

1A,1B,2
B,3A,3B
,3CD,3F
,3G,3H,
3J,3K,3
N,3P,3S
2A,
3CD,
3F, 3N
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+ CIA Pie plano T 9D 5,6,11,16, 2B,

19 3E,3L,3
N,3S
+ + + + AP CIV Hipotiroidismo, * * * *
RAP clinodactilia, hernia
inguinal
SD14-101 + + + Clv, CIA Escoliosis, otitis T 17 3CD, 3N
media recurrente,
ERGE, contracturas
SD14-102 + PCA ERGE, contracturas T 57,17 3B, 3CD
ASDA
SD14-104 + + + + TF Constipacion T 5 A/5,8,14, 2A,
cronica, hernia 15 3CD,
umbilical 3F, 3M,
3P
SD14-106 + + AP PCA ERGE, irritabilidad, T 2,6 4,11,17
CIVRPC dificultad
respiratoria
SD14-109 + + + + COR Paladar hendido T 6,11,17,21 1A,2B,
SANO submucoso, pie 3CD, 3N
equinovaro
SD14-112 + NE T 4,8,16,21 1A,2B,
3CD,3N
SD14-114 + + + TF Paladar hendido, T 9C A,7,16,17, 3CD,
polidactilia, 22 3N,3S
hipotonia
generalizada, otitis
media recurrente,
escoliosis,
esquizofrenia,
linfopenia
SD14-115 + + + TF Paladar hendido T 718 521 3J
submucoso
SD14-118 + TF T 3,12,16 3B
SD14-119 + + TA Paladar hendido T 3CD, 3N
submucoso
SD14-123 + + + + TF T 12

SD Paciente SDel22g11.2 DF Dismorfias faciales VHN Voz hipernasal DL Dificultad en el lenguaje RPM/RM Retraso psicomotor/
retraso mental DA Dificultad en el aprendizaje TC Trastorno de conducta CC Cardiopatia congénita ERGE enfermedad por
reflujo gastroesofagico MLPA Multiplex Ligation Probe Amplification A Delecién atipica T Delecion tipica T+ Delecion tipica mas
otras alteraciones HRM High Resolution Melting TF Tetralogia de Fallot, TC2 Tronco comun tipo 2 CIV Comunicacion
interventricular PCA Persistencia del conducto arterioso AVP Agenesia de la valvula pulmonar AP Atresia pulmonar RAP
Ramas aortopulmonares ASDA Arteria Subclavia derecha aberrante RPC Ramas pulmonares confluentes
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11 DISCUSION

Las cardiopatias congénitas constituyen las malformaciones congénitas mas
frecuentes, la prevalencia reportada a nivel mundial va de 2.1 a 12.3 por 1000 recién
nacidos, en nuestro pais se desconoce su prevalencia real; sin embargo, hay
estimados que van de 0.7 a 19600 y segun el
INEGI constituyen la segunda causa de muerte infantil en México®?; muchas de ellas
se desarrollan en el contexto de un sindrome malformativo debido a

cromosomopatias, enfermedades monogénicas y teratdgenos®?.

En su articulo original de 1968, DiGeorge llamo la atencion de un sindrome
con hipoplasia del timo e hipocalcemia a cuyo espectro clinico se agregaron
cardiopatias congénitas y dismorfias faciales. En 1976 Kinouchiy Takao describieron
en una publicacion japonesa de cardiologia un grupo de nifios con hipertelorismo,
fisuras palpebrales estrechas, boca pequefia, voz hipernasal y anomalias del tracto
de salida del corazon, al que llamaron Sindrome de Anomalias faciales

Conotroncales®,

En 1978, Shprintzen y sus colaboradores describieron un grupo de pacientes
con paladar hendido, cardiopatia y retraso en el desarrollo psicomotor con desarrollo
de enfermedad psiquiatrica en la edad adulta®®. Posteriormente en 1981, de la
Chapelle asocio todas esas entidades a la delecion de 3 Mb del brazo largo del
cromosoma 22 en la region gll.2 y se englobaron como una sola entidad

denominada Sindrome Del22q11.2.

El 90% de los casos de SDel22g11.2 son esporadicos y se presentan en 1 de
cada 4000 nacidos vivos@; los sintomas por los que se identifican a los pacientes
con la delecion son variables; sin embargo, las alteraciones craneofaciales,
cardiopatia troncoconal, hipocalcemia, paladar hendido (submucoso), insuficiencia
velofaringea, voz hipernasal, problemas de aprendizaje, inmunodeficiencia o aplasia
timica y trastornos psiquiatricos suelen ser los signos clave de la enfermedad. De las
caracteristicas clinicas en el SDel22g11.2, en el presente estudio se encontraron con

mayor frecuencia epicanto, hipoplasia de ala nasi, puente nasal ancho/prominente,
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comisura de la boca dirigida hacia abajo, ademas de dificultad en el lenguaje, retraso
en el desarrollo psicomotor, hernias inguinales/umbilicales, ERGE y en menor
frecuencia esquizofrenia, aplasia de timo y Linfopenia.

De los 95 pacientes con cardiopatia troncoconal, 33 (35.8%) fueron positivos
a la delecion y la cardiopatia mas frecuente fue la Tetralogia de Fallot (46%), siendo
ligeramente mayor a lo reportado en la literatura (39%). Por otro lado, a pesar de que
la TF es la cardiopatia mas frecuente, la que tiene mayor VPP segun estudios previos
es el Arco Adrtico interrumpido tipo B®4; sin embargo, en este estudio ninguno de
los pacientes con esa cardiopatia presento la del22g11.2; en cambio, el 50% de los

pacientes con TF y Tronco Arterioso fueron positivos.

La region 22ql11 es muy inestable y susceptible a mutaciones debido a la
presencia de Low Copy Repeats (LCR)s, cuya mala alineacion durante la
recombinacion homaéloga no alélica en la meiosis, predispone a esta region a sufrir
deleciones o duplicaciones, que usualmente se diagnostican mediante FISH, la cual

es una prueba de citogenética molecular sencilla y de alta sensibilidad.

Existe controversia respecto a realizar esta prueba en caso de cardiopatia
troncoconal aislada e incluso algunos autores sugieren llevarla a cabo Unicamente si
se tienen otros datos extracardiacos sugestivos del SDel22g11.2, Por otro lado,
es necesario considerar los casos atipicos, en los que a pesar de presentar el
fenotipo clasico del SDel22q11.2, la prueba resulta negativa para la del22q11.2
sugiriendo expresividad variable y la presencia de otras alteraciones moleculares en
la region. En este sentido, la técnica MLPA ofrece una alta sensibilidad y tiene una
correlaciéon elevada con los resultados de FISH (93% segun nuestro estudio), a un
costo similar; pero con la posibilidad de detectar alteraciones en otras regiones fuera
de la RTD en22qll.2, que pudieran esclarecer el mecanismo molecular del
SDel22q11.2 y la presencia de otro tipo de patologia que se sobrepone a los datos
clinicos de SDel22¢11.2(9),

Aun con las ventajas que ofrece el MLPA, hasta la fecha no se ha podido
establecer una relacién genotipo-fenotipo, es decir, no existe relacién en el tamafio

de la deleciéon y las manifestaciones clinicas®’). Sin embargo, en una revision
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sistematica de deleciones tipicas y atipicas, realizadas en un nimero elevado de
pacientes, se demostro una clara relacion entre el sitio de la delecion y la expresion
fenotipica; asi el SDel22q11.2 se asoci6é a la delecion de 3Mb/1.5Mb o a la
haploinsuficiencia de TBX1©®; sin embargo, existe controversia, pues si bien se ha
descrito un papel importante de TBX1 en el desarrollo cardiaco, hay reportes en los
gue no se ha encontrado una influencia directa de las variaciones en el DNA o

haplotipos de TBX1 sobre la presencia o severidad del fenotipo cardiaco®?.

Por otro lado, existe evidencia de genes adicionales en la region 22q11.2 que
estan involucrados en el desarrollo cardiaco como CRKL, HIRA y UFD1L; por lo que
resulta probable que dichos genes contribuyan a las CC en pacientes con deleciones
atipicas que excluyen a TBX1(109):; en este sentido, el empleo de técnicas novedosas
como HRM permiti6 detectar variantes en el DNA principalmente en los exones
6,11,16, 17 y 26 del gen HIRA, en el exon 3 de CRKL (3B, 3CD, 3J,3N Y 3P) y en
los exones 1,5, 7/8 y 9A de TBX1,; especialmente en pacientes con las CC mas
complejas como TF, TGV, TA2, AP asociada a otras alteraciones, CIA/CIV y DVSVD;
de igual manera todos los casos de paladar hendido de pacientes con SDel22q11.2
en este estudio presentan variantes en el exébn 3 de CRKL, por lo que dichas

variantes tendran que ser comprobadas mediante secuenciacion.

La variabilidad del fenotipo orienta hacia genes o variantes modificadoras o
factores epigenéticos que influyen durante el desarrollo para determinar la expresion
de la alteracion genética inicial, estudios como secuenciacion del exoma completo
podria ayudar a identificar genes candidatos y la secuenciacion del Genoma
completo®d, podria ayudar a identificar variaciones comunes o raras de nucleétido
Unico en regiones codificantes y no codificantes, asi como CNVs que sirvan como
modificadores®%?, De tal manera podria explicarse que los genes candidatos o
regiones y variantes reguladoras probablemente interactiian con los genes deletados
en la regién 22ql11.2.; al respecto, se han propuesto genes como FGF8, VEGF,
2FGF10, PITX2, CHD7, VEFR3, EYALl, WNT5A, BMPER y Otog-MyoD dentro de

este contexto.
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Las alteraciones en el nimero de copias de algunos genes modificadores de
histonas como JMJD1C (jumonji domain containing 1C), PREB1 (Ras responsable
element binding protein 1), SEC24C (SEC24 family member C) también se ha
relacionado con la variabilidad del fenotipo cardiaco en presencia de la del22q11.2,
ya que algunos de ellos interactian con genes en la RTD como TBX1 y es posible
gue de esta manera también se vea afectada la expresion de otros genes como
CRKL, DGCRS8 y HIC2 entre otros(%),

Un modificador de TBX1 en el contexto de la formacién de los arcos faringeos,
es el acido retinoico (AR); tanto su aplicacion exdégena, como la reduccion de los
niveles de este compuesto, alteran la expresion de TBX11%4, por lo que se requiere
de un equilibrio de este derivado de la vitamina A, para el desarrollo adecuado de los
arcos branquiales. Se ha demostrado que la disminucion de AR puede contribuir a
una recuperacion temprana de los defectos de arcos aorticos relacionados con
SDel22q11.2. Ademas, el AR también puede afectar las interacciones entre TBX1 y
CRKL y se ha observado que cuando estan presentes alteraciones en ambos genes,
la incidencia de malformaciones del arco adrtico es mayor y con fenotipos mas

severos, que cuando sélo se afecta uno de los dos genes(t%).

Un namero pequefio de casos de SDel22q11.2-like (similar) puede deberse a
CNVs localizadas en otros cromosomas (4q,8p,10p, 17p) y pueden ser otras causas
de variabilidad. Todo lo anterior podria explicar los casos de fenotipo clasico sin

alteraciones citogenéticas o moleculares reconocidas en SDel22q11.2.

En este estudio una de las regiones fuera del cromosoma 22 donde se
encontraron mas alteraciones fue en 9q34.3 donde se localiza EHMT1, el cual
codifica para una metiltransferasa de histona que es parte del complejo E2F6 cuya
funcién es reprimir la transcripcion; las deleciones en esta region se asocian al
Sindrome Kleefstratl%® caracterizado por braquicefalia, sinofridia, labio superior en
arco de cupido, maxilar inferior prominente, hipotonia, crisis convulsivas,
alteraciones de la conducta y cardiopatias que incluyen defectos septales, estenosis
pulmonar, aorta bivalva y PCA,; si bien el fenotipo de éste sindrome comparte algunas

de las manifestaciones del SDel22g11.2, no se encontraron las dismorfias mas
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sugestivas reportadas en la literatura en los pacientes con deleciones o
duplicaciones por lo que se podria considerar como un gen modificador mediante

inactivacion transcripcional por remodelacion de la cromatina0”,

Contar con un diagnéstico de certeza para otorgar asesoramiento genético,
valorar y atender adecuadamente los multiples problemas que se presentan en el
SDel22q11.2, prever las complicaciones futuras y detectar tempranamente los
problemas psiquiétricos que resulten continia como uno de los mayores retos en la
atencion de los pacientes con este sindrome. Los padres de los nifios afectados
tienen que ser estudiados para descartar un origen hereditario, ya que esta entidad
presenta un modelo de herencia autosomico dominante, con un riesgo de recurrencia
de 50%. En los casos familiares con padres sanos (en quienes se haya descartado

la delecién) es de suma importancia descartar mosaicismo germinal %),
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12 CONCLUSIONES

o El 40% de los pacientes considerados como sindromicos de acuerdo al
fenotipo resultd positivo a la del22q11.2

. La cardiopatia congénita mas frecuente en el SDel22q11.2 es la TF (46%),
seguida de TA (9%) y Atresia/Estenosis pulmonar (6%)

o El 50% de los pacientes con TF y TA resultaron positivos a la del22g11.2,
por lo que este tipo de cardiopatia debe ser indicacion para realizar estudios
moleculares para descartar del22q11.2

o Las técnicas de FISH y MLPA tienen una alta correlacion (93%) entre ellas
en este estudio.

o Las dismorfias mas frecuentemente encontradas en los pacientes con
SDel22q11.2 son fisuras palpebrales estrechas, hipertelorismo, epicanto,
puente nasal ancho y prominente, hipoplasia de ala nasi, pabellones
auriculares acopados, concha poco profunda, boca pequefa, comisura de
los labios dirigidas hacia abajo y voz hipernasal.

o Es necesario realizar estudio molecular de la regién 22q11.2 no deletada
en pacientes positivos a la del22ql1.2 para poder explicar los fenotipos
mas severos y poder establecer una relacion genotipo-fenotipo.

o El mayor nimero de variantes en TBX1 se observé en los exones 1,5, 7/8
y 9A; en los exones 1,11,16, 17 y 26 del gen HIRA, en el exdn 3 de CRKL
(3B, 3CD, 3J, 3N Y 3P) especialmente en pacientes con las CC mas
complejas como TF, TGV, TA2, AP asociada a otras alteraciones, CIA/CIV
y DVSVD

o Todos los casos de paladar hendido de pacientes con SDel22g11.2 en este

estudio presentan variantes en el exdén 3 de CRKL.
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13 PERSPECTIVAS

En los pacientes en los que se encontraron variantes mediante HRM en los
diferentes genes estudiados es necesario realizar secuenciacion de DNA para
descartar que se trate de variantes benignas o patolégicas.

Seria pertinente realizar el estudio en adultos jovenes con cardiopatia
troncoconal que acuden a la consulta externa de CC, quienes en gran parte de las
ocasiones no fueron valorados por un médico genetista y no se les realiz6 ningan
estudio de genética para descartar la Del22g11.2 en edad pediatrica, sobre todo si
se encuentran en edad reproductiva, para dar a conocer riesgos de recurrencia y la

posibilidad de realizar diagnostico prenatal.

LIMITANTES

No se conto con los recursos necesarios para realizar estudios de laboratorio
y gabinete complementarios (pruebas de funcién tiroidea, niveles de calcio, niveles
de Ig’s, PEV, PEATC, TAC de craneo, USG renal, Radiografia de columna, etc.) asi
como valoraciones por otras especialidades (Oftalmologia, Otorrinolaringologia,
entre otras) que permitan una caracterizacion completa de las manifestaciones

clinicas de los pacientes y dar una atencion integral.
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15 ANEXOS

ANEXO 1. DIAGRAMA DE FLUJO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL
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ANEXO 2. CULTIVO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Las muestras de sangre periférica obtenidas de los pacientes del Instituto Nacional

de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez” y del Hospital Infantil de México “Federico

Gomez” se sometieron a cultivo y cosecha de linfocitos segun la técnica de Arakaki

y Sparkes, asi como la técnica de Moorhead y cols%9) . Respectivamente con ciertas

modificaciones.

- Tomade muestra: se utiliz6 material estéril y desechable para obtener la muestra

sanguinea por puncién venosa. La cantidad minima de muestra de 2.5ml y el

procesamiento de la misma se realizé dentro de un lapso no mayor de 2hrs. En

caso de cateterismo del paciente, se obtuvo la muestra durante dicho

procedimiento.

- Procesamiento de la muestra: dentro de una campana de flujo laminar se coloco

el material no biologico necesario para la siembra de muestras y se irradio con luz

UV durante 15 minutos. Cada muestra se trabajo por duplicado. A cada tubo estéril

de 15 ml se le asigné el nimero de caso correspondiente y se adiciond lo

siguiente:

100 pl de fitohematoglutinina (Gibco, cat.10576-015)

5 ml de medio de cultivo (McCoy's 52 Medium Modified, Gibco cat. 12330-
031)

600 ul de Suero fetal bovino

40 ul de antibiotico (Ampicillin Sodium Salt-Irradiated, Gibco cat. 11593-027)
750 ul de muestra sanguinea previamente homogenizada por inversion o

agitacion moderada

Se colocaron los tubos de cultivo en la incubadora por 72hrs a 37°C. Al término

de la incubacién, se homogenizd el contenido de cada tubo. Posteriormente se
adicion6 a cada uno 60 pul de colchicina (10ug/ml; KaryoMAX COLCEMID Gibco,

cat.15210-040) y se colocaron nuevamente en la estufa durante 25 minutos a 37°C.

Pasado ese tiempo, se centrifugaron a 1500rpm durante 6 minutos. Terminada la

centrifugacion se extrajo el sobrenadante con una pipeta pasteur, sin tocar el boton.
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Se adicionaron lentamente 5ml de solucion hipotonica de KCL 0.075 M (37°C), se
pipete6 constantemente 0 se agitd en vortex y se adicion6 solucion hipotdnica
aforando hasta 10ml. Posteriormente se incubaron los tubos a 37°C durante 15
minutos. Finalmente, se adicion6 1ml de solucién fijadora (Ac. Acético al 5% en

Metanol 1:3), se homogenizo por inversion y se centrifugé a 1500rpm por 6 minutos.

- Lavado de la muestra: se deseché el sobrenadante utilizando la pipeta, sin tocar
el botdn; posteriormente se adiciond lentamente solucion fijadora (en refrigeracion)
hasta 7ml, se homogeniz6 el botén y se centrifugd a 1500rpm durante 6 minutos.
Terminando la centrifugacion se deseché el sobrenadante con la pipeta sin tocar el
boton y se adiciono la solucion fijadora hasta 10ml y se centrifugoé a 1500rpm por 10
minutos. Se realizaron de 3 a 4 lavados, dependiente de los restos de membranas y

hemoglobina que contuviera la muestra.

- Elaboracion de laminillas: Una vez que se concluy6 con los lavados, se dejo la
muestra en un volumen final de 0.5ml, se homogeniz6 para realizar el goteo de
laminillas; las cuales previamente se lavaron con jabéon (Merck, Germany), se
enjuagaron y se colocaron en un frasco con Etanol (Merck, Germany) al 100%
manteniéndolas en refrigeracion al menos por 24 horas. Las laminillas se sacaron,
escurrieron y pulieron con un lienzo de algodon limpio y seco, posteriormente se
colocaron en un recipiente de agua destilada helada (40ml y 3ml de metanol) y se
mantuvieron en congelacion durante 15 minutos. Se tomé una laminilla con una pinza
y se dejaron caer sobre ella 40 ul de la muestra, posteriormente se coloco la laminilla
en una platina a 32-35°C durante 3 minutos y se signé el nUumero de muestra,
después fue observada en el microscopio para valorar el crecimiento y la calidad del

material.
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ANEXO 3. TECNICA DE BANDAS GTG PARA CARIOTIPO

Una vez que se corrobor6 el crecimiento, se elaboraron 4 laminillas mas, las
cuales fueron debidamente marcadas y deshidratadas en una estufa a 45-60°C por
lo menos durante 24 horas. Posteriormente una vez que las laminillas estaban
deshidratadas (maduras) se utilizo la técnica de bandas GTG (Giemsa-Tripsina-

Giemsa) de Seabright (1971) con algunas modificaciones.

En un vaso de Koplin con 50 ml de soluciéon amortiguadora de fosfatos (Fosfato de
Sodio 0.025M vy fosfato de Potasio 0.025M, pH 6.8) colocado a bafio Maria a 37°C
se adicionaron 75 ml de tripsina-EDTA y se introdujeron las laminillas una por una
durante un tiempo aproximado de 1.15 segundos (para establecer el tiempo optimo
para la digestion enzimatica sobre los cromosomas), posteriormente se colocaron en
un vaso de Koplin con solucion salina durante 15 segundos, después se tifieron en
un vaso de Koplin con colorante Wright durante 6 segundos y se contratifieron en un
vaso de Koplin con colorante Giemsa durante 2 minutos 20 segundos, se enjuagaron
en agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. Finalmente se reviso

la calidad del bandeo de cada laminilla, con el objetivo 100x en el microscopio.
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ANEXO 4. FISH (HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU)

Las laminillas montadas con la técnica descrita previamente fueron sometidas a:

- Desnaturalizacion: se colocé la sonda en la zona a hibridar y se colocd un
cubreobjetos de 18 x 18cm, posteriormente se selld6 con cemento Iris y se coloco
en una platina a 73°C * 2° C durante 5 minutos, después se depositaron las
laminillas en una camara de hibridacion por 24 horas a 37°C en la oscuridad.

- Lavados: pasado el tiempo de hibridacién se retir6 el sello del cemento y se
coloco la laminilla en un vaso de Koplin con 2xSSC (Solucion Salina Sodio Citrato)
para retirar el cubreobjetos sin dafar el material. Posteriormente se coloco la
laminilla en un vaso de Koplin con 0.4 2xSSC/0.3% NP40 a bafio Maria de 73°C *
2°C durante 5 minutos, después se paso la laminilla a un vaso de Koplin con
2xSSC/0.1% NP40 a temperatura ambiente durante 3 minutos y finalmente se lavé

en agua destilada durante 1 minuto.

- Contratincién: se agregaron 5 ml de la contratincion DAPI 1:1 Antifade y se

esperd un tiempo de 10 minutos, posteriormente se observé al microscopio de Luz
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ANEXO 5. EXTRACCION DE DNA (PARA KIT GENTRA PUREGENE, Qiagen ®)

Se colect6é una muestra de 3 a 5 ml de sangre periférica de cada paciente en
tubos con EDTA como anticoagulante (BD Vacutainer Ref. 367863) y se centrifugd

la muestra sanguinea a 3,500 rpm durante 20 minutos.

Posteriormente se agregé en un tubo para microcentrifuga de 1.5ml, 900ul de
solucién RBC Lysis Solution y se adicioné por medio de una pipeta pasteur
aproximadamente 300ul de paquete celular, la mezcla se invirtié 10 veces, se incubo

por 1 minuto e inmediatamente después se puso en Rotator durante 7 minutos.

Después de agitar vigorosamente, se centrifugd a 15000 x g (RFC) por30
segundos y se descarto el sobrenadante de la solucion RBC Lysis Solution dejando
aproximadamente 10 pl de liquido residual y el paquete de glébulos blancos, el cual

se agitdé nuevamente de forma vigorosa hasta disgregar completamente el botén.

Se afadieron 300 ul de la solucion Cell Lysis Solution y se agitd
vigorosamente durante 30 segundos para homogenizar, se dejé incubar la mezcla a
55°C por 5 minutos y se volvié a agitar. Posteriormente se refrigeré la muestra en
congelador o bien en hielo frappe durante 8 minutos (en este paso se puede congelar

hasta por 12 semanas para posteriormente seguir con el proceso).

Se adicion6 100 pl de la solucion Protein Precipitation Solution a la muestra y
se agité vigorosamente en vortex durante 30 segundos. Se centrifug6é a 16000 x g
(RFC) por 3 minutos (el precipitado debia de ser café marrén y si ain no precipitaba
se congelaba por 10 minutos mas y se repetia la centrifugacion). El sobrenadante

debia ser claro.

En un tubo para microcentrifuga de 1.5ml se afiadieron 300 ul de isopropanol
y se adicion0 el sobrenadante del paso anterior. Se mezcld e invirti6 suavemente

aproximadamente 40 veces y se centrifugé a 15000 x g durante 1 minuto.

Para lavar el paquete de DNA se descarto el sobrenadante y se adicion6 300

ul de etOH al 70%, se invirti6 vigorosamente hasta desprender el boton del fondo.
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Se centrifugd a 16000 x g durante 1 minuto y se descart6 cuidadosamente el
sobrenadante, cuidando que el boton permaneciera en el tubo, el cual se drend en
un papel absorbente limpio asegurando la presencia del boton de DNA y se dejé
secando hasta la evaporacion total del etanol y se resuspendié en 100ml de Solucion
DNA Hydration Solution.

Por ultimo, se cuantificé por espectrofotometria a una longitud de onda (A) de
260 nm. Se cuantificé la concentracién de impurezas y se consideré como criterio de
pureza el cociente D0260/D0280 mayor o igual a 1.6 y menor de 2.0.

Se verifico la integridad de DNA extraido en un gel de agarosa al 0.7% tefiido
con bromuro de etidio (5mdml). La electroforesis se corrié a 100 volts por 20 minutos

y se observo en un transiluminador con luz ultravioleta.
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ANEXO 6. MLPA (Amplificacién multiple de sondas dependiente de ligamiento)

- Desnaturalizacion: se etiquetaron tubos de 0.2ml, posteriormente se agregaron 5
ul de muestra (50-250 ng) a cada tubo, a excepcion del control (TE o agua estéril).
Se colocaron los tubos en el termociclador y se inici6 el programa de MLPA:
desnaturalizacién de la muestra por 5 minutos a 98°C y después se enfriaron a 25°C.

- Hibridacion: se mezclé el buffer de MLPA y el mix de sondas de MLPA antes de su
uso, posteriormente se preparé el master mix de hibridacién el cual contiene para
cada reaccion: 1.5ul de buffer MLPA y 1.5ul de mix de sondas. Se homogenizo6 la
mezcla mediante agitacion vigorosa en vortex o pipeteo y después de la
desnaturalizacion del DNA se agregaron 3ul del mix de hibridacion a cada tubo de
muestras, pipeteando para mezclar homogéneamente. Se continuo el programa del
termociclador: incubacién durante 1 minuto a 95°C y después por 16 a 20 horas a
60°C.

- Ligacion: se agitaron vigorosamente los buffers de ligacion antes de su uso y se
prepar6 el master mix Ligasa-65. Para cada reaccion se agregaron 25ul de ¢H20 +
3ul de buffer de Ligasa A + 3 ul de buffer de Ligasa B. Posteriormente se agreg6 1ml
de enzima Ligasa-65, se mezclo por pipeteo.

El termociclador se pauso a los 54°C, una vez alcanzada esta temperatura se
agregaron 32ul de master mix ligasa a cada tubo de reaccion y se pipeted para
homogenizar. Posteriormente se continué el programada del termociclador: 15
minutos de incubacién a 54°C (ligacion), seguido de 5 minutos a 98°C para
inactivacion por calor de la Ligasa-65 y se pauso el programa a 20°C. En este punto
los tubos fueron removidos del termociclador.

- PCR: se agit6é vigorosamente el primer mix SALSA PCR antes de su uso, mientras
se calentaba la polimerasa por 10 segundos para reducir la viscosidad,
posteriormente se prepar6 el master mix de polimerasa agregando para cada
reaccion: 7.5ul de ¢H20 + 2ul de primer mix SALSA PCR + 0.5ul de Polimerasa
SALSA, se pipete6 para homogenizar y se mantuvo en hielo hasta su uso.

A temperatura ambiente se agregaron 10ul de mix polimerasa a cada tubo,

mezclando por pipeteo y se continué el programa del termociclador: 35 ciclos: 30
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segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, 60 segundos a 72°C. Se terminé el programa

con 20 minutos de incubacion a 72°C y se paus6 a los 15°C.
Después de la reacciéon de PCR se coloc6 la muestra en una placa con LIZ
GS500 y formamida y se almacend en una caja oscura o envuelta en papel aluminio

hasta su procesamiento en el secuenciador.

Los resultados se analizaron con Software de Coffalyser (Figura 16)
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Figura 16. Software Coffalyser MLPA

Se muestra el software de Coffalyser para MLPA a la izquierda una imagen de la
delecién y a la derecha los radios (ratio) de la delecion en nimeros rojos.
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ANEXO 7. HIGH RESOLUTION MELTING (THERMO FISHER SCI. APPLIED
BYOSISTEMS™)

1. Se afiadieron los volimenes requeridos de cada componente en un tubo de

tamafio apropiado segun el nimero de muestras a estudiar, se mezclé y centrifugé

o
=)
®
<
®
3
®
S
—
®

TABLA 12. COMPONENTES PARA REACCION HRM
Componente Volumen por reaccion Concentracion final

MeltDoctor™ HRM 10 ul 1x
Master Mix 2X

Primer F(mM) 1.2 0.3mM

Primer R (mM) 1.2 0.3mM
DNA gendmico 1.0l 1 ng/ul
(20ng/ul)
Hzo 6.6u| -
Volumen Total 20 pl

2. Preparacion de la placa de reaccion: se afiadieron 19 ul del Mix a cada pozo
previamente cargado con 1 ul de DNA genodmico de cada paciente, posteriormente
se sello6 la placa de reaccion con un film adhesivo y se centrifugd brevemente. Se
confirm6 que el liquido se encontrara en el fondo de los pozos en la placa de
reaccion, y se colocé la placa en hielo, protegida de la luz hasta que se iniciara la

corrida en el termociclador.

87



3. Corrida de la placa de reaccion: en el termociclador Applied Biosystems
7900HT Fast Real-Time PCR System en modo estandar con volumen total de 20

ul se guardaron las siguientes condiciones

TABLA 13. CONDICIONES HRM

' Etapa = BE= Temperatura Tiempo | Ramp Rate
Holding Activacion de la enzima 95°C 10 min 100%
Ciclos (40) Desnaturalizacion 95°C 15 seg 100%

Alineamiento/extension 60°C 1 min 100%

ROV E S S Ml Desnaturalizacion 95°C 10 seg 100%

Alineamiento 60°C 1 min 100%
High resolution melting 95°C 15seg 1%
Alineamiento 60°C 15 seg 100%

58°C 60°C 61°C 63°C 65°C
CRKL CRKL3B  CRKL2A  CRKL2B  CRKLIA  CRKLIC
CRKL3S  CRKL3A CRKL3E  CRKLIB  CRKL 1D
CRKL3F CRKL3G  CRKL3CD  CRKL3T
CRKL3H  CRKL3J
CRKL3K  CRKL 3M
CRKL3N  CRKL 3P

CRKL 3Q

HIRA 24  HIRAA HIRA 2 HIRA 16 HIRA 8
HIRA 3 HIRA 4 HIRA 9
HIRA 5 HIRA 6 HIRA 11
HIRA 7 HIRA 13 HIRA 20
HIRA 14 HIRA 15 HIRA 25

HIRA 17 HIRA 18
HIRA 19 HIRA 21
HIRA 22 HIRA 23
HIRA 26 HIRA 27

TBX1-1 TBX1-4 TBX1-9D TBX1-2
TBX1-5 TBX1-7/8 TBX1-6
TBX1-9C
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4. Se guardé el archivo y con el Software de Applied Biosystems High Resolution

Melt v2.0.2 se analizaron las curvas melt (Figura 17).

g fon Melt v2

e Nahss  Los s ree
oo oo [ sew B e 4 Ourcatrminite  Becen « By it Fumoarions o K o LG Amonood B

Commertiiwe K Cokr vurwrt ol v RO v 0 P A R E w
SO NI ' Aligned MeRt Curves

LA & W
L Cooratontie - W e ston MeRDeDin e 000115 50n
W) MPA TR AL O 1S
L0 PORA THX] PRUESA 091118

I e St A AN
O
= 1) PRLUEK 1GUA 20001
Be < MEOACaltr ation MekOrOipm Jobw 000115 400

Aogrwd FReoescence (W)

s ¥ %5238 a2s8st

Mek Curves
e | e h

e e e o1 WS wm m e e m e meeegT o
Tomparanas (C)

Figura 17. Software de Applied Byosistems HRM

Estandarizacion de diferentes exones del gen HIRA mostrando las diferentes
curvas de melting.
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ANEXO 8. DISENO DE PRIMERS

Para el disefio de los oligonucleotidos, se realiz6 la basqueda de secuencias
de cada gene en el GenBank del National Center for Biotechnology Information.
Eligiendo la secuencia completa de nucleétidos del gen HIRA (Gene ID 7290), CRKL
(Gene ID 1399) y TBX1 (Gene ID 6899).

El analisis de las secuencias para el disefio de los oligonucleétidos se realizd

con el software Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ya que

dicho software permite calcular y controlar ciertos parametros de los oligonucleotidos
como el tamafo del producto amplificado, delta G de estabilidad interna de cada
oligonucledtido, contenido de guaninas y citocinas, temperatura de alineacion (Tm),
formacion de estructuras secundarias, falso apareamiento de cada oligonucleétido

(false priming), entre otros.

Posteriormente se verificO el alineamiento los oligonucleétidos con
informacion de la base de datos NCBI-BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), con el fin de verificar especificidad.
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> > 9y, J

» DA R A

SECUENCIA PB ™ % GC AMP
TGATTGGCTGCGCTGTGTGACGTAA 25 | 67.3 52.00 | 213pb
GTCACACGAGGCACCGAACTCGAA 23 | 67.0 60.87
TTCGAGTTCGGTGCCTCGTCTGAC 24 | 66.62 | 58.33 | 273pb
CAGCACTTTCCTCTCCGCTCCGG 23 | 67.27 | 65.22
CCGGAGCCGAGAGGAAAGTGCTG 23 | 67.27 | 65.22 | 280pb
AATCGCGGACGAGGAACATACCGT 24 | 66.28 | 54.17
ACGGTATCTTCCTCGTCCGCGATT 24 | 65.83 | 54.17 | 225pb
CTCTCGCGTACCTGGGCGCA 20 | 67.04 | 70.00
AAGGTATCCAAGCCCACCAATGG 23 | 62.80 | 52.17 | 244 pb
GGATCTCACAAGCTTTTCGACATA 24 | 59.13 | 41.67
TATGTCGAAAAGCTTGTGAGATCC 24 | 59.13 | 41.67 | 260pb
ACAGATTTTACCTCTAATGCCAAGG 25 | 59.11 | 40.00
TCCATACAGGTTGGTGACATCGT 23 | 61.64 | 47.83 | 268 pb
AGTCTGCAGAAAGCTGGACTTC 22 | 60.55 | 50.00
CGAAGTCCAGCTTTCTGCAGACTG 24 | 63.89 | 54.17 | 250pb
CAAGCTTTCTCTGGTCAACACAACA 25 | 62.11 | 44.00
TGTTGTGTTCACCAGAGAAAGCTTG 25 | 62.11 | 44.00 | 566pb
ACCTGTTTAGAACACACAAGTCTAG 25 | 58.72 | 40.00
CTAGACTTGTGTGTTCTAAACAGGT 25 | 58.72 | 40.00 | 222pb
ATGGCACACCACAACTGCATTATT 24 | 61.84 | 41.67
AATAATGCAGTTGTGGTGTGCCAT 24 | 61.84 | 41.67 | 237pb
AACGATTCTATGAACAACGCCACTT 25 | 61.54 | 40.00
GTGACTAGGGAGACCATTAACTAGT 25 | 59.11 | 44.00 | 302pb
ACAGTCACAGCAGATGATCAGTAAA 25 | 60.28 | 40.00
TTTACTGATCATCTGCTGTGACTGT 25 | 60.28 | 40.00 | 258pb
GGCTAATCTCCAAGGCTTTTAGAGG 25 | 61.21 | 48.00
CCTCTAAAAGCCTTGGAGATTAGCC 25 | 61.21 | 48.00 | 288pb
TCCTTGAACAAGGCACACATTCCT 24 | 62.76 | 45.83
GGAATGTGTGCCTTGTTCAAGGA 23 | 61.56 | 47.83 | 229pb
ACCAAACCACAGGTATACTCTAGG 24 | 59.28 | 45.83
CCTAGAGTATACCTGTGGTTTGGT 24 | 59.28 | 45.83 | 301pb
TGCTCTATGGAGCACAACAGTCTT 24 | 60.74 | 45.83
AAGACTGTTGTGCTCCATAGAGCA 24 | 62.08 | 45.83 | 264pb
TCCTCGTTAACCATGTCATCAGGTC 25 | 62.36 | 48.00
CACCTGATGACATGGTTAACGAGGA 25 | 62.59 | 48.00 | 238pb
CTCTGAGCAAACATCACAAGAGCAG 25 | 62.31 | 48.00
TGATCTTGTGATGTTTGCTCAGAG 24 | 61.57 | 45.38 | 242pb
ACAGCAGTTACTAGGGGCATAGT 23 | 60.89 | 57.83
ACTATGCCCCTAGTAACTGCTGT 23 | 60.89 | 47.83 | 244pb
TGCTTACACAGAAAATATTATTGCC 25 | 56.47 | 32.00
ACTTAAAGATCATAAACTTCAGGC 24 | 55.19 | 33.33 | 306pb
GGACTCTGAGGAGACACTGAAAC 23 | 60.31 | 52.17

91




» DARA

SECUENCIA PB | T™M %GC | AMP
ATTTGGCAGGTGCGCGCCGTGACTT 25 | 71.3 | 60.00 | 338pb
CTGCGCGCACTCACCATTGTGGT 23 | 68.43 | 60.7
GAAACTGTTCATCCTGAGTTACCC 24 | 59.30 | 45.83 | 208pb
CCTCAGCTTTCTTACCTGTTTTAGC 25 | 60.11 | 44.00
TCTGATGTTTGGAGAATCTTCTAGC 25 | 58.66 | 40.00 | 183pb
ATACCTTGTCCTCCAGTTGCGAA 23 | 61.89 | 47.83
TTGCACATTCAGCCATTTCTGCTC 24 | 62.64 | 45.83 | 164pb
AGGGCCACTCTGTAATACCTAAG 24 | 60.57 | 45.83
GCATGACTACTGGATTTTCATCAC 24 | 58.19 | 41.67 | 155pb
AAAGGAAAATGATGCTTACGTAGCC 25 | 60.16 | 40.00
CTTTCTCACACAGGTACATCGG 22 | 58.75 | 50.00 | 116pb
CCACTCACCGCCTGAATGAT 20 | 60.11 | 55.00
CTTTCAGATGTGATGGATGTAGCAT 25 | 59.24 | 40.00 | 138pb
TGCTTGCTGTTAACCAGTCAGAG 23 | 61.05 | 47.83
CTTCACAGAAATTCTAGCTACTCTG 25 | 57.25 | 40.00 | 175pb
ACTTACCTCATCAAAAGGCTTGG 23 | 58.92 | 43.48
AGTGTGGAGGAACGACCCATGT 22 | 63.61 | 5455 | 176pb
ACTCACCACGACAGTCACAGCT 22 | 63.81 | 54.55
GGACATGCCTGATGCTTGATTAAT 24 | 59.72 | 41.67 | 191pb
AAAAGCTCAGGATAGCAGGCTCA 23 | 61.96 | 47.83
CATTAACCTTGACTGTGTCTTTCC 24 | 58.00 | 41.67 | 110pb
CCACCTTACCAGGAAATATCCATG 24 | 58.93 | 45.83
CTGATGGCCATGTCTTTCAGGAC 23 | 61.49 | 52.17 | 143pb
AAGAGCCGTCAGCCTACCTTCT 22 | 63.14 | 54.55
TTCCCCAGAGCCGCATTCAC 20 | 62.80 | 60.00 | 231pb
CTCTCACCTTCCTGATATCTTCAAG 25 | 58.49 | 44.00
TATGTAACTCTGCTTTGCCAGAATC 25 | 59.41 | 40.00 | 122pb
GGAATGAACCAGTACCCAGTGTC 23 | 60.87 | 60.87
TACTTGATGACAGGGACTTCTCCA 24 | 60.76 | 45.83 | 227pb
CTTGGCACCCACTAACCTGTCTT 23 | 62.64 | 52.17
TAGACCTCCAGATCCTTTCAGGATT 25 | 60.58 | 44.00 | 295pb
GAACACTGCCACTGTGCTGTT 21 | 61.62 | 52.38
TGCAGGTTAAAAGAGCAGAACCTT 24 | 60.93 | 41.67 | 271pb
CTTCAAGCTCTAAGTACAGAAAGGT 25 | 58.54 | 40.00
TACCAAATGCTACCCCGTAGTGTTA 25 | 61.57 | 44.00 | 188pb
AACTGGCAGGGTCCTAGAACTTAC 24 | 61.85 | 50.00
GTGTTTACTTCATCCAGGTCAGCT 24 | 60.80 | 45.83 | 225pb
AGAATGATGGCATGTGTGCCT 21 | 60.34 | 47.62
TTCTCAGTGACGTGGTGTGTGT 22 | 62.04 | 50.00 | 175pb
TCTCACCAGACAGAGAGTGTGG 22 | 61.08 | 54.55
GCACACTCTGATGTGTTTACCTGG 24 |1 61.86 | 50.00 | 276pb
CAAAAAGTGTGTGTCTCCTGCAG 23 | 60.49 | 47.83
GAAAACACTTGCTGATCAGAGCAC 24 | 60.85 | 45.38 | 164pb
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TTAGGATGTGGAAAGTGACGGATT 24 | 60.51 | 41.67
CAACCAGATCTCTTGGTTTTCCTGA 25 | 60.98 | 44.00 | 196pb
CATGGCATTCAGGTCACGTACTTG 24 | 62.20 | 50.00
CAGTTCCTGACTCTGTGTAGTGC 23 | 60.86 | 52.17 | 234pb
GAGCCTCACCTTCGTTTACGA 21 | 60.07 | 52.38
CTGTAATTAGGGTTTGAATACCGAC 25 | 57.76 | 40.00 | 112pb
AAGAAGCACCTACCACTACTGTTG 24 | 60.50 | 45.83
CAATCTAGGTCTCTTCACTGACAC 24 | 58.59 | 45.83 | 232pb
ATGTCATCAGCGGCGAGAGT 20 | 61.67 | 55.00
ACTCTCGCCGCTGATGACAT 20 | 61.67 | 55.00 | 335pb
AAAATGGCTCAATCGTCACTGCT 23 | 61.37 | 43.48
CAGCAGTGACGATTGAGCCATTT 23 | 61.97 | 47.83 | 211pb
AATTTCCTACAAGTGACCAATGTCC 25 | 59.52 | 40.00
GGACATTGGTCACTTGTACCAAATT 25 | 59.99 | 40.00 | 225pb
AGGCAAGAGAAATCAGGAGGGTTT 24 | 62.05 | 45.83
SECUENCIA PB | T™M %GC | AMP
TCTTGTCTTCGCTGCGCATTGCA 23 | 66.09 | 52.17 | 277pb
GTTCCGCACGCGAACGCA 18 | 64.58 | 66.67
ATTCAGCATCGCCTCTCTGGTTG 23 | 63.85 | 56.52 | 242pb
AAGAGCTGCCTCCACCTACTTTGCA 25 | 66.24 | 52.00
TCTCGCATTTCTGCGACGTTGCA 23 | 65.81 | 52.17 | 302pb
GTTCTTCTTCACCGGCGCCTT 21 | 63.49 | 57.14
AAGGCGCCGGTCAAGAAGAAC 21 | 63.49 | 57.14 | 283pb
GACGGCGAACAGCGAAGGA 19 | 62.91 | 63.16
TTAGAGCGCTAAGCCAGGAAAGAT 24 | 61.96 | 45.83 | 286pb
ACGCTTACAACCACTCGCTCA 21 | 62.29 | 52.38
TCTGGGTTCACCTCCACATGCA 22 | 63.89 | 54.55 | 304pb
GATTCTACAGGCCTCTTAGGGACAG 25 | 61.96 | 52.00
CAGGAAACTCATTGCCAACTCAG 23 | 60.06 | 47.83 | 31ipb
GCTTTTCCAGAGGCGTTGAAT 21 | 59.46 | 47.62
TCCCTGCAGATCACGCAGCTCAAG 23 | 66.48 | 56.52 | 284pb
GGAACCCGGATCCCACGACC 20 | 64.72 | 70.00
ACTCCTCGGCCCTCTCCGCA 20 | 67.48 | 70.00 | 269pb
CGGATATTTGTAGGGGTGGTGGTG 24 | 63.02 | 54.17
ACCACCACCCCTACAAATATCCG 23 | 62.02 | 52.17 | 209pb
CGACGAGTACATGTTGGCGG 20 | 61.41 | 60.00
CCGCCAACATGTACTCGTCG 20 | 61.41 | 60.00 | 260pb
CCGGATACTTCGATAGCCCAAGG 23 | 62.48 | 56.52
TTGGGCTATCGAAGTATCCGG 21 | 59.38 | 52.38 | 301pb
CAGGCGGCTTCCAAAAGAGG 20 | 61.59 | 60.00
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ANEXO 9. CONDICIONES DE ESTANDARIZACION DE PCR

Reactivo 1x
Las estandarizaciones de las H,0 14 .64l
reacciones de PCR se realizaron en un Taq Buffer+KCl 10X 2.5l
termociclador de gradiente (T-gradient, -
_ _ o dNTP’s [100mM] 2.5yl
Biometra), con diferentes condiciones segun
Primer F [10pmol] 1.5ul
los exones.
Primer R [10pmol] 1.5 ul
Taq. Pol. [5u/ ul] 0.2 ul
MgCl2 [ 25mM] 1.5l
DNA [100ng/ ul] 1.0 pl
Volumen final 25 ul
CICLO Tm PRIMERS
_ CRKL 3B*
30 ciclos
56
94°C | 94°C I
e 72°C | 72°C
4 : 1 56°C 40" | 7’
! 30" | 4°C
30 58 | CRKL 3S | HIRA 24
ciclos
94°C | 94°C |
’ ’ 72°C | 72°C
4 |1 58°C w0 | 7
| 30" | 4°C
30 ciclos 60 HIRA 22
94°C | 94°C |
1 72°C 172°C
> 1 60°C_/ 40" 1 7
| 30" ! 4°c
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60 | CRKL2A HIRA 7
30 ciclos CRKL3A HIRA 13
CRKL3E* | HIRA 14
oa°c | 94°C ! CRKL 3G | HIRA 15
— 72°C | 72°C CRKL 3H | HIRA 17
4ot 60°C /40" 1| 7 CRKL 3J | HIRA 18
! 307 ! 4°C CRKL 3L | HIRA 19
CRKL 3P | HIRA 26
CRKL 3Q | HIRA 27
_ 60 | CRKL2B HIRAA
30 ciclos CRKL3F | HIRA4
| | CRKL3K HIRAS
94°C :94°C ! CRKL3M | HIRAG
, 72°C 1 72°C CRKL3N
21 30 60C /a0 | 7 TBX1-1
| 30™ | 4°C TBX1-4
TBX1-5
61 HIRA 10
30 ciclos HIRA 12
HIRA16
94°C 1 94°C l
— 72°C |1 72°C
: 30” ! 4°C
62 | CRKL 1A
30 ciclos CRKL1B*
94°C | 96°C l
- 72°C | 72°C
2 i 30 62°C 40,, i ?,
: 307 | 4°C
63 | CRKL3T
30 ciclos
94°C | 94°C |
; 72°C |72°C
4 : 1.5 60°C 40,, : 7;
i 307 | 4°c
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63 | CRKL1D | TBX1-9D
30 ciclos
94°C | 96°C |
' — 72°C | 72°C
2 130 63°C 0 7
| 30” | a°C
64 | CRKL1C*
30 ciclos
94°C | 96°C |
| 72°C 172°C
2 l 30 64°C 40” l 7,
i 307 | 4°C
65 HIRAS8
30 ciclos
| | TBX1-2
94°C | 94°C : TBX1-6
L \ 72°C 172°C
4’ 1 N 65°C Y P
| \ 40 : 7
! 30” : \ 4°C
66 HIRA9
30 ciclos HIRA11
HIRA 20
94°C | 94°C HIRA25
f 72°C 172°C
4
|

' \6C /20 | 7
30” i 4°c

96




Los productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% tefidos con bromuro de etidio y para identificar las bandas
especificas del producto amplificado se utilizé un marcador de peso molecular de 50-
100pb y por ultimo se documentaron por fotografia bajo luz ultravioleta (Benchtop
3UV™ Transilluminator) (Figura 18 y 19).

200pb

Figura 18. Estandarizacion de PCR para el exon CRKL1D (225 pb) por
gradiente de temperatura

(Gel de Agarosa al 1.5%/Bromuro de etidio). (MPM) Marcador de peso molecular
ladder 100pb. (TM) Temperatura de alineacion.

MIPR CRELZA CREL3F CRKLIW HIRA2 HiRAG TEX1-2 TEX1-4 TEX?-A
10pk 244 ph 237pb d01pb 183ph 138ph 242ph 288pk  311pb

Figura 19. Amplificaciéon de diferentes exones del gen CRKL, HIRAy TBX1

(Gel de Agarosa al 1.5%/Bromuro de etidio). (MPM) Marcador de peso molecular
ladder 100pb.
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