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. RESUMEN

Antecedentes.- El sindrome de delecién 22q11.2 es el sindrome de microdelecién
mas frecuente en el mundo; a pesar de tener un fenotipo muy variable, los pacientes
con esta delecion comparten una caracteristica en comun que es la hipoplasia
timica; el timo participa en la capacitacion linfocitaria y las alteraciones en el
desarrollo de este érgano, confieren cierta variacion del funcionamiento de linfocitos
T; aunado a ésto, hasta el 75% de los pacientes presentan algun tipo de cardiopatia
y frecuentemente a estos pacientes se les somete a timectomia parcial o completa
durante la correccién de su cardiopatia de base.

En el seguimiento de los pacientes con del22q11.2 encontramos claras diferencias
en la frecuencia de procesos infecciosos, pero desconocemos cual o cuales son los
factores que pudieran contribuir a estas diferencias; conocemos los efectos
deletéreos que conlleva la timectomia en pacientes con cardiopatia por lo demas
sanos, sin embargo hay muy pocos reportes del efecto que esta intervencion podria
tener en pacientes con de22q11.2 que cuentan con una alteracion inmunoldgica
basal y si este factor podria explicar las diferencias clinicas que observamos en
ellos.

Los objetivos del estudio son comparar la funcidén linfocitaria de pacientes con
delecién 22g11.2 con evidencia de timo por ultrasonido y sin timo por reseccion
quirurgica y comparar la historia de procesos infecciosos.

Material y métodos.- Estudio transversal comparativo, se incluyeron pacientes de
1 a 16 anos con del22g11.2 diagnosticado mediante FISH+ y en seguimiento por el
Departamento de Genética del Hospital Infantil de México Federico Gomez, se
obtuvieron del expediente clinico datos sobre diagnéstico de cardiopatia,
antecedentes quirurgicos y reseccion o no de timo; se realiz6 a todos los pacientes
biometria hematica completa, medicion de inmunoglobulinas, citometria de flujo y
cuantificacion de TRECs, y se registraron el numero de hospitalizaciones y de
infecciones de vias respiratorias en el ultimo afo.

Se calculé z scores para la comparacion de los indices linfocitarios entre las distintas
edades posterior a lo cual se realiz6 analisis bivariado mediante la comparacién de
los indices linfocitarios asi como funcion linfocitaria en ambos grupos utilizando U
de Mann-Whitney o t de student segun el caso.

Resultados. Se incluyeron un total de 39 pacientes con una mediana de 7 afios, 12
de los cuales se habian sometido a timectomia parcial o total. EI grupo con
timectomia tuvo una tendencia a una menor cuenta de linfocitos, tanto en numero
total como al comparar Z scores ajustados por edad; ademas se observo una
tendencia hacia un menor numero de linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+ en este
grupo, presentando los menores niveles aquellos que habian sido sometidos a
cirugia durante el primer afo de vida. La media de niveles de TRECs fue de 25.2/uL
vs 17.4/uL uL en el grupo con y sin timo respectivamente (p=0.36). No encontramos
diferencias en los niveles de inmunoglobulinas o eventos de infecciones en el ultimo
afo.

Conclusién. Los pacientes con delecion 22g11.2 sometidos a reseccion quirurgica
del timo presentaron una tendencia hacia una menor cuenta de linfocitos y TRECs
comparados con los pacientes sin reseccion. Esta situacion puede estar
influenciada por la edad de la cirugia y el tiempo transcurrido desde el procedimiento



Il. MARCO TEORICO

SINDROME DE DELECION 22q11.2

El sindrome de delecién 22g11.2 es un término que se emplea en pacientes que
tienen una deleciéon hemicigota de la region cromosémica 22q11.2."

La delecion 22g11.2 es el sindrome de microdeleciéon mas comun en el mundo, con
una incidencia estimada de 1/3,000 a 1/4,000 recién nacidos en poblacién Europea
21/6,000 en reportes de Estados Unidos y 1/3,800 en poblacion hispana.’

En América Latina no se cuenta con informacién derivada de estudios
epidemioldgicos que confirmen si existe una incidencia parecida de dicho sindrome.

La delecion 22q11.2 ocurre como consecuencia de una recombinacion homédloga
no alélica durante la meiosis, proceso favorecido por fragmentos repetitivos que
flanquean esta region y que favorecen la delecion de la misma. La mayoria de
dichas deleciones son de novo (>90%)* sin embargo, hasta en el 10% de los
individuos, se identifica la delecion en el padre o la madre.®

El 85-90% de los pacientes tienen una delecion de ~2.5Mb, conteniendo
aproximadamente 90 genes, asimismo existe una delecion de 1.5Mb que es la
segunda en frecuencia (Figura 1).%
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Figura 1. Genes comunmente deletados en la regién del cromosoma 22.

El gen TBX1 localizado en la parte comunmente deletada, es uno de los genes mas
estudiados en esta patologia, y es, junto con todo el conjunto de genes deletados,
el principal responsable implicado en las caracteristicas fenotipicas de sindrome de
delecion 22q11.2.78

El cuadro clinico descrito en los individuos afectados con esta delecion es muy
variado, en la tabla 1 se muestran los hallazgos comunmente descritos. Las
caracteristicas clinicas que pueden llevar a un médico a sospechar una delecion



22911.2 y por lo tanto a solicitar un estudio cromosdémico confirmatorio varian
dependiendo de la edad del pacientes, sin embargo, normalmente incluyen 2 o mas
de los siguientes hallazgos: alteraciones en el desarrollo, alteraciones en el
aprendizaje o ambos, anomalias cardiacas conotruncales, defectos del paladar,
regurgitacion nasal, habla hipernasal, problemas de comportamiento, enfermedad
psiquiatrica, inmunodeficiencia, hipocalcemia y rasgos faciales caracteristicos
(frente corta, parpados caidos con fisuras palpebrales superiores, nariz bulbosa,
hipoplasia de las alas de la nariz y pabellones auriculares prominentes).®

Tabla 1 Hallazgos caracteristicos de Sindrome de Delecién 22q11.2
Generales
o Dismorfias faciales (>90%)
e Alteraciones del aprendizaje/habla/retraso del crecimiento (90%)
e Polihidramnios (16%)
Cardiovasculares
e Frecuencia general (50-75%)
e Tetralogia de Fallot (17-22%)
e Interrupcion del arco aértico (14-15%)
o Defecto del septum ventricular (13-14%)
e Tronco arterioso (7-9%)
Paladar y relacionados (75%)
e Habla hipernasal (>90%)
¢ Insuficiencia velofaringea +- paladar submucoso
e Otitis medida crénica
e Pérdida audicion sensorial y/o conductiva (30-50%)
Inmunolégicos
¢ Infecciones recurrentes (35-40%)
e Disminucion de células T o disfuncién
¢ Enfermedades autoinmunes
e Hipoplasia Timica
Enddcrinas
¢ Hipocalcemia y/o hipoparatiroidismo (>60%)
¢ Hipotiroidismo (20%) hipertiroidismo (5%)
o  Obesidad (35% adultos)
Gastrointestinales
¢ Reflujo gastroesofagico
o Dismotilidad/disfagia (35%)
e Constipacion
e Colelitiasis (20%)
e Hernia umbilical/inguinal
Genitourinarias
¢ Anomalia estructura de tracto urinario (31%)
¢ Disfuncion miccional (11%)
e Agenesia renal unilateral (10%)
o Displasia multiquistica renal (10%)
Oftalmologicas
o Estrabismo (15%)
e Errores de refraccion
e Embriotoxdn posterior
Esqueléticas




o Escoliosis (45%, 6% requieren cirugia)
¢ Anomalias de vértebras cervicales/toracicas, vértebras en mariposa)
e Dolor en extremidades inferiores idiopatico
Hematologicas/Oncoldgicas
e Trombocitopenia (30%)
o Esplenomegalia (5%)
Neuroldgicas
e Convulsiones recurrentes (a menudo por hipocalcemia (40% adultos)
o Epilepsia (5%)
Crecimiento y desarrollo
e Falla de medro
e Alteracion motora o retraso del lenguaje (>90%)
e Alteraciones del aprendizaje (>90%) retraso mental (35%)
e Talla baja (20%)
Desoérdenes neuropsiquiatricos
o Desordenes neuropsiquiatricos (60% adultos)
o Desodrdenes en la infancia (déficit de atencion, espectro autista)
e Ansiedad y depresion
e Esquizofrenia y otras alteraciones psicéticas (>20%)

¢ Enfermedades no infecciosas respiratorias (10-20%)
Dermatitis seborreica (35%) acné grave (25%)
Dislocacion patelar (10%)

Problemas dentales

Venas varicosas (10%)

Modificado de: Bassett AS® y Sullivan K.°

El diagnostico se puede realizar mediante el método de fluorescencia por
hibridacion in situ FISH,' el cual permite la identificacion del 95% de los pacientes
y la caracterizacion de su defecto genético, sin embargo tiene limitada competencia
en deleciones atipicas o duplicaciones, en cuyo caso se pueden utilizar
microarreglos, o MLPA (multiplex ligation probe amplification).

EL TIMO EN EL SINDROME DE DELECION 22¢11.2

En el sindrome de delecidn 22911.2 el defecto del timo, de paratiroides y de las
regiones conotruncales del corazén son hallazgos comunes y se cree que son
originados por la ausencia de un grupo de genes entre los que se encuentra el gen
TBXT1; la proteina que produce este gen corresponde a una familia de factores de
transcripcion que contiene un dominio “T-box”; y activa directamente el factor
mieloide 5 (MYF5), el factor de diferenciacion miogénica 1 (MYOD1) y los factores
de crecimiento de fibroblastos 8 y 10 (FGF8, FGF10); los cuales se han visto
implicados en el desarrollo de la glandula timica y juegan un papel crucial en su
migracion.® En modelos murinos, la haploinsuficiencia de TBX7 provoca estructuras
precursoras mas pequefas o proliferacion disminuida de las células endodérmicas
en los arcos braquiales, provocando un desarrollo alterado de elementos faciales,
paratiroides y del timo.



El timo durante su desarrollo embrionario migra desde el cuello hacia la parte
superior del mediastino (semana 8 de gestacion), siendo capaz de albergar células
linfoides a partir de la semana 10 de la embriogénesis.'?3

Los pacientes con del22911.2 pueden tener un amplio espectro de anomalias
timicas; la mayor parte de los pacientes se presenta con hipoplasia del érgano que
por lo demas esta en su posicidon habitual, otro grupo se caracteriza por la presencia
de tejido timico ectdpico (mas comunmente en el cuello) y cerca del 0.5% tiene
aplasia total del 6rgano lo que condiciona una grave inmunodeficiencia.

Funciones inmunolégicas del timo

El timo es uno de los érganos mas complejos del ser humano, corresponde a un
tejido linfoide primario con una importante funcién enddcrina; su principal funcién es
la proteccidn contra células tumorales, parasitos intracelulares y virus; dentro de él,
se lleva a cabo la proliferacion y maduracién de los linfocitos T responsables de la
inmunidad celular.

Los linfocitos T originalmente se desarrollan a partir de un progenitor linfoide comun
en la médula ésea y migran hacia el timo para su capacitacion.

Las células T atraviesan el timo y durante este proceso se someten a dos etapas de
seleccidon simultaneas a su maduracion. A su entrada al timo, los linfocitos T son
doblemente negativos (CD4-CD8-) y carecen de TCR (receptor de células T); al
pasar a través de la zona subcapsular se diferencian en células dobles positivas
(CD4+CD8+) expresando TCR. Estas células entran a la corteza timica y son
sometidas a seleccion positiva, en donde solo los linfocitos T que reconozcan el
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) sobreviven. En el siguiente paso, una
de las moléculas CD4 o CD8 se pierde y las células autorreactivas se eliminan en
el proceso conocido como seleccion negativa. La combinacion de todos estos pasos
da lugar a linfocitos T maduros que dejan el timo a través de la zona medular.*

El proceso de maduraciéon de linfocitos T en el timo permite obtener células
funcionales capaces de reaccionar ante agentes extrafos y evita la autorreactividad
de las mismas.'315.16

La aplasia, hipoplasia o migracién patolégica del timo causa un deterioro de la
maduracion timica, la diferenciacién y seleccion de los linfocitos T.4

La falta congénita del timo, se caracteriza por un numero bajo de linfocitos T
maduros en la circulacion y en los tejido linfoides periféricos y deficiencias graves
de la inmunidad mediada por linfocitos T. Si se extirpa el timo a un ratdén recién
nacido, este animal no producira linfocitos T maduros.

El ambiente timico proporciona estimulos necesarios para la proliferacién y
maduracién de los timocitos; muchos de estos estimulos proceden de células



timicas diferentes de linfocitos T en maduracion. Dentro de la corteza, las células
epiteliales corticales timicas forman una red de procesos citoplasmaticos largos,
alrededor de los cuales deben pasar los timocitos hasta alcanzar la médula.
También hay en la médula células epiteliales de un tipo distinto, conocidas como
células epiteliales timicas medulares que pueden realizar una funcion unica en la
presentacion de antigenos propios para la seleccion negativa de los linfocitos T en
desarrollo. Las células epiteliales y dendriticas en el timo expresan moléculas de
clase | y Il del Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Las interacciones de
los timocitos en maduracién con estas moléculas del MHC son esenciales para
seleccionar el repertorio de linfocitos maduros.

Otras caracteristicas del timo

El tamaio timico varia de acuerdo a la edad y se ha visto, que es el rgano que
mayor involucidn tiene con el paso de los afos.'”

La principal caracteristica de esta involucion es la disminucion de las células
epiteliales, la cual comienza al primer afio de vida y se acelera durante la adultez
temprana a un ritmo de 3% por afo. La involucion del timo relacionada con la edad
produce la reduccion de la timopoyesis que predice la incompetencia inmune
manifestada en la vejez.

Actualmente no existen valores de normalidad del tamafio del timo, el estudio mas
grande realizado para valorar el tamano de este 6rgano se realizé por Francis y
colaboradores en donde se estudié un grupo de 309 pacientes de entre 6 semanas
y 81 aios en la Universidad de Michigan a quienes se les habia realizado tomografia
de torax y en donde un analisis posterior valoro el tamafio del timo. Se muestran los

Tabla 2 Medidas del timo en cm pacientes con glandulas normales
Grupo de edad | No. de | Espesor cm | Anteropost | Craneocau | Transversal
Paciente | (DE) erior cm | dal cm (DE) | cm (DE)
S (DE)
0 a 10 afos 23 1.50 (0.46) |2.52(0.82) |3.53(0.99) |3.13(0.85)
10 a 20 anos 31 1.05(0.36) | 2.56 (1.25) [4.99 (1.25) |3.05(1.17)
20 a 30 anos 13 0.89 (0.16) | 2.38(0.72) |5.38(1.80) |2.87 (0.86)
30 a 40 anos 8 0.99 (0.34) | 2.48(0.86) |5.00(1.12) |3.38 (1.37)
40 a 50 anos 3 0.93 (0.58) |2.23(0.93) |6.67(2.08) |3.17(0.76)
50 a 60 afos 4 0.58 (0.33) | 0.58(0.33) |2.00(1.15) [1.43(0.48)
Modificada de: Francis 1.8

resultados de dicho estudio en la tabla 2.

En poblacién Mexicana, el unico estudio en el que se evalu6 el tamario timico en
nifos sanos se realizoé en el Hospital Infantil de México Federico Gomez en 2010
con una poblacion de 87 nifilos de 6 meses a 16 afios y cuyo objetivo fue determinar
el tamafo y las caracteristicas sonograficas del timo en esta poblacién segun rango



de edad; en los resultados se observé que existian cambios minimos en las medidas

promedio del timo en sus ejes longitudinal, anteroposterior y transverso durante los

primeros afnos de vida, evidenciandose su involucion solo en los mayores de 12
A 19

anos.

En la tabla 3 se muestran las medidas promedio del timo por grupo de edad
obtenidas en este estudio.

Tabla 3 Medidas promedio del timo (en milimetros) por grupo de edad, en
los ejes longitudinal, anteroposterior y transverso
Grupo de edad Longitudinal Anteroposterior Transversal
<1 afio 27.8 13.27 23.75
1-3 afos 20.62 10.98 21.63
4-6 anos 18.91 9.58 20.06
7-9 afios 20.65 10.60 19.04
10-12 afos 19.41 8.88 17.43
>13 afos 16.03 6.71 16.41
Modificada de Moguel-Molina N.'°

El entorno posnatal inevitablemente juegan un papel en las variaciones del tamafio
del timo, en casos de estrés inmunoldgico mayor se puede presentar una regresion
timica transitoria que se caracteriza por un incremento en la muerte de timocitos con
la capacidad de recuperarse posterior a que se elimine el estimulo negativo. 2°
Algunos de los estimulos mas importantes que interfieren con el tamafo son:

e Hospitalizacion

e Quemaduras de por lo menos 2° grado con una afectacion de mas del 10%
de superficie corporal

e Cirugia

e Uso de esteroide sistémico

A pesar de las influencias que pueda tener la edad asi como el entorno posnatal, el
timo es visible durante toda la vida, variando sélo el tamafo que presenta.

Formas de valorar el tamano timico

El tamafio timico puede ser evaluado mediante diversos estudios de imagen; en un
inicio, la radiografia de torax era usada para describir el tamafio de este 6rgano, sin
embargo este método se ha remplazado gradualmente por estudios mas fidedignos
como el ultrasonido, la tomografia y la resonancia magnética.

Si bien las imagenes por resonancia magnética o por tomografia computarizada
proporcionan medidas mas exactas, éstas requieren muchas veces de anestesia
general en nifos pequeros y conllevan la exposicion a rayos X, lo que las coloca en
una amplia desventaja si las comparamos con procedimientos mas “innocuos”,



menos costosos y de mas facil acceso como el ultrasonido, método que actualmente
se reconoce como la técnica mas utilizada para la caracterizacion del timo.2122:23.24

El tejido timico tienen un apariencia caracteristica en el US, que corresponde con
una textura granular fina con una ecogenicidad comparable a la del higado. Para la
valoraciéon de su tamafio se puede utilizar dos indices, el indice timico, obtenido de
la multiplicacion de los dos ejes mas grandes (el sagital y el transversal) y el volumen
timico obtenido de la multiplicacion de sus 6 ejes. Multiples autores han analizado
estas dos formas de evaluar el tamafo del timo concluyendo que existe una alta
correlacién entre ambas.?®

Se pueden utilizar una gran variedad de abordajes para la toma del ultrasonido,
incluyendo ventana subxifoidea, paraesternal, supraesternal, y transcostal?? sin
embargo, debido a la osificacion progresiva del manubrio del esternén, el enfoque
suprasternal ofrece la mejor ventana acustica.

En los afnos 90 mucho se especulaba sobre la capacidad del ultrasonido de medir
el tamafo timico, Hasselbalch y colaboradores fueron algunos de los pioneros en
abordar esta interrogante, realizaron un estudio en 1996 en 10 nifios menores de 1
afno con el objetivo de comparar el denominado indice timico medido por ultrasonido
con el volumen del timo postmortem, los resultados reportaron una buena
concordancia entre el didmetro transversal del timo por US y en autopsia (R?=0.87
p=0.0001), entre el indice timico y el peso en autopsia (R?=0.77 p=0.0009) y entre
el indice timico y el volumen en autopsia (R?=0.65 p=0.02).%¢

Adam EJ et al. demostré que el timo es clara y facilmente visualizado mediante
ultrasonido en 50 nifios de hasta 8 afos de edad, y que el tamafio del mismo cambié
poco con la edad; sin embargo, el nimero de pacientes estudiados fue pequefio.?’

ALTERACIONES INMUNOL()GICAS' EN PACIENTES CON SINDROME DE
DELECION 22qg11.2

Se ha descrito una propensidn a las infecciones principalmente de vias respiratorias
superiores en pacientes con sindrome de del22q11.2, el numero, gravedad y
caracteristicas de las infecciones son muy variables.

Desde el punto de vista de la afectacidn timica, los pacientes con del 22q11.2 se
pueden dividir en dos grupos:

1- del22q11.2 con agenesia de timo en el que hay una ausencia total de tejido
timico y que se caracteriza por una profunda inmunodeficiencia fatal en el
primer afno de vida sin tratamiento (menos del 1%)

2- del22g11.2 con hipoplasia de timo que describe a la mayoria de los pacientes
y que tienen defectos inmunolégicos variables desde leves hasta
relativamente graves. Se ha descrito que hasta el 20% pueden no cursar con




inmunodeficiencia.?® Para cuestiones de los objetivos de este protocolo, nos
centraremos en este grupo de pacientes.

En varios estudios se ha valorado el perfil inmunolégico de pacientes con 22q11.2
dentro de los principales marcadores estudiados son:

Estudio de subpoblaciones linfocitarias en pacientes con del22q11.2

El linfocito T (CD3+) durante su maduracion timica se diferencia principalmente en
linfocitos T cooperadores (CD4+) y linfocitos T citotdéxicos (CD8+) los cuales
reconocen moléculas del MHC diferentes (CD4+ para MHC Il y CD8+ para MHC )

Diversos estudios, han mostrado que los pacientes presentan una reduccion en el
porcentaje y numero absoluto de células T (CD3") y células T cooperadoras
(CD3*CD4%) en comparacion con sujetos control pareados por edad. En las tablas
4,5y 6 se muestran los resultados de estos estudios. En el anexo 1 se muestran los

valores de normalidad de las diferentes subpoblaciones por edad.

Tabla 4. Resultados de las mediciones de linfocitos T (CD3+) en pacientes
con sindrome de delecién 22g11.2
Autor y Poblacion Resultados Resultados
afno
Mc.Lean | 27 pacientes | 3-9 meses promedio 3010 cel/uL vs 3834 | Ajustado por edad
2008% y 54 controles p<.001
controles 9-24 meses promedio 1784 cel/uL vs Velocidad de
(3 meses a 3160 controles disminucion de CD3 153
16 afios) 2-5 afios promedio 1533 cel/uL vs 2598 | cel/uL/afio en controles
controles vs 79 cell/ully en
5-10 afios promedio 1452 cel/uL vs 1944 | pacientes
controles
10-16 afios promedio 838 cel/uL vs 1559
controles
Lima K. 43 pacientes | Reduccién de las subpoblaciones No datos duros p<0.001
2010%° y celulares conforme aumentaba la edad, en edad
24controles esta reduccién afecté mas a pacientes
(1- 54 afnos) | que a controles
Sediva A | 34 pacientes | Numero total de CD3 gravemente CD3 incrementaban
2005 (4 dias a 19 | disminuido en pacientes con 22q11.2 gradualmente con la
anos) comparado con “normalidad” p>0.001 edad para normalizarse
entre los 24-36 meses.
Bajo CD3=IVR de
repeticion
Piliero L. | 409 0-12 meses promedio 1996cells/mm3 vs | La gran mayoria de los
2004* pacientes 3889 controles 85% debajo de los limites | menores de 2 afos
103 de normalidad tienen cuentas debajo
controles 18-50 afios promedio 1288 cells/rmm3 vs | de los limites de
1497 controles 47% debajo de los limites | normalidad para la
de normalidad edad. No valores
crudos, no p.
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Chinen
J. 200333

30 pacientes

normal para la edad

Reporte por edades. El promedio de los
porcentajes de CD3 de todos los
pacientes estan por debajo del rango

6 de los 11 pacientes
con IVR de repeticion
CD3 bajas. 2 pacientes
con CD3 normales, 3
inicialmente CD3 bajos y
posteriormente se
normalizaron

Tabla 5. Resultados de las mediciones de linfocitos T CD4+ en pacientes con
sindrome de delecién 22g11.2

Autor y afio Poblacién Resultados Resultados
Mc.Lean 20082° 27 pacientes y 54 3-9 meses promedio Ajustado por edad
controles 1840 cel/uL vs 2867 p=0.023
(3 meses a 16 arios) controles Velocidad de

9-24 meses promedio
1135 cel/uL vs 1962
controles

2-5 afios promedio
897 cel/uL vs 1504
controles

5-10 anos promedio
803 cel/uL vs 889
controles

10-16 afios promedio
482 cel/uL vs 843
controles

disminucion de CD4+
117 cel/uL/afo en
controles vs 55
cel/ulL/afio en
pacientes

Lima K. 201030

43 pacientes y 24
controles (1- 54a)

Reduccion de las
subpoblaciones
celulares conforme
aumentaba la edad,
esta reduccion afecté
mas a pacientes que a
controles

No datos duros
p<0.001 en edad

Piliero L. 20042

409 pacientes 103
controles

0-12 meses promedio
1380 cel/mm3 vs 2781
controles. 88% debajo
de los limites de
normalidad

18-50 afios promedio
765 cel/mm3 vs 945
controles. 47% debajo
de los limites de
normalidad

La gran mayoria de los
menores de 2 afos
tienen cuentas debajo
de los limites de
normalidad para la
edad. No valores
crudos, no p.

Chinen J. 20033

30 pacientes

Reporte por edades.
El promedio de los
porcentajes de CD4+
esta entre 15 a 35%.
Sélo 6 pacientes
tenian cuentas
normales de CD4+
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Tabla 6. Resultados de las mediciones de linfocitos T CD8+ en pacientes con
sindrome de delecién 22g11.2

Autor y afio Poblacién Resultados Resultados
Mc.Lean 20082° 27 pacientes y 54 3-9 meses promedio | Ajustado por edad
controles 637 cel/uL vs 841 p<0.001
(3 meses a 16 arios) controles Velocidad de
9-24 meses promedio | disminucion de CD4+
577 cel/uL vs 1071 35 cel/ulL/y en

controles

2-5 afios promedio
613 cel/uL vs 953
controles

5-10 anos promedio
528 cel/uL vs 806
controles

10-16 afios promedio
307 cel/uL vs 593
controles

controles vs 21
cel/ulLly en pacientes

Lima K. 201030

43 pacientes y 24
controles (1- 54 afios)

Reduccion de las
subpoblaciones
celulares conforme
aumentaba la edad,
esta reduccion afecté
mas a pacientes que

No datos duros
p<0.008 en edad

a controles
Piliero L. 200432 409 pacientes 103 0-12 meses promedio | La gran mayoria de
controles 550 cel/mm3 vs 993 los menores de 2 afos

controles. 91%
debajo de los limites
de normalidad

18-50 afios promedio
467 cel/mm3 vs 512
controles. 50%
debajo de los limites
de normalidad

tienen cuentas debajo
de los limites de
normalidad para la
edad. No valores
crudos, no p.

Chinen J. 20033

30 pacientes

Reporte por edades.
El promedio de los
porcentajes de CD8
esta entre 5 a 25%.
normales de CD4+.
Menores que en
controles

ESTUDIO DE FUNCION LINFOCITARIA EN PACIENTES CON del22g11.2

La funcién timica, ha sido evaluada mediante:
¢ Medicidn de los niveles de los circulos de escision del receptor de células T

(TREC)
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e Medicion emigrantes timicos tempranos (RTE, por sus siglas en inglés), es
decir, las células T que recién abandonan el timo y aun no han sido activadas
con el antigeno para el que codifica su TCR3#3%

e Medicion de los porcentajes de linfocitos T que proliferan posterior a un
estimulo mitdgeno.?®

e Medicion de respuestas a Antigenos Polisacaridos

TRECSs Circulos de escision de linfocito T

Las células T maduras se caracterizan por que su receptor de superficie (TCR, por
sus siglas en inglés) es capaz de reconocer péptidos especificos presentados por
las moléculas del MHC de clase | y Il de las células presentadoras de antigenos.
Bajo la necesidad de responder a cualquier antigeno que pueda encontrar, la
poblacion de células T debe ser altamente diversa, en términos de su TCR. Dicha
diversidad, la cual no es codificada en linea germinal, es generada durante la
diferenciacion de las células T en el timo. El linfocito T durante su maduracion en el
timo sufre una serie de re-arreglos genéticos a nivel del TCR que permite su amplia
diversidad. Durante los eventos de re-arreglo, el ADN que se escinde se
“circulariza”, lo que resulta en la formacion de un producto de escisidn circular extra-
cromosomal (TRECs, por sus siglas en inglés).

Los TRECs se pueden detectar en sangre periférica durante toda la vida, no se

duplican y por lo tanto se diluyen con la replicacion de células T periféricas®® , los
maximos niveles se encuentran al afio de edad para después disminuir. Figura 1.

Concentracion de TRECs por edad

108 ——

105 ——
10% —

10° ——

CONCENTRACION DE TRECS

o t—ttt 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80

EDAD (anos)

Fig 1. Namero de TRECS de acuerdo a la edad.
(Modificado de Ping Ye 2002).

En contraste con la creencia comun, la generacion de nuevas células T se puede
encontrar aun en personas de mas de 70 afos, y se ha visto que su numero se ve
influenciado por la cantidad de tejido timico presente.®® La generacion de esta
cantidad menor de células T funcionales se ha visto que sigue siendo importante
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para las funciones del sistema inmunoldgico evidenciandose que se puede alcanzar
una recuperacion completa en el numero de células T periféricas después del
tratamiento antirretroviral en pacientes con VIH.3°

La mediciéon de TRECs se ha utilizado ampliamente para el tamizaje de inmunodeficiencia
celular en edad neonatal, en este caso, los valores de corte utilizados son 25 TRECs por
microlitro®; posterior a esta edad no se cuenta con valores de corte que definan a la
poblacion de riesgo.

Los niveles de TRECs se han encontrado significativamente bajos en los pacientes
cardiopatas sometidos a timectomia, y esto mismo se percibe en aquellos que han
sido sometidos a timectomia parcial, aunque en menor proporcion que aquellos
sometidos a una timectomia total. 442 Storek et al*3. encontré esta misma tendencia.

Actualmente se considera el Gold Standard para medir emigrantes timicos
recientes.

En la tabla 7 se muestra los resultados de los reportes de medicion de TRECs en
pacientes con del 22911.2

Tabla 7. Resultados de las mediciones de TRECs en pacientes con sindrome
de deleciéon 22q11.2

Autor y afo Poblacién Resultados Resultados
Lima K. 2010%° 43 pacientes y 24 Niveles de TRECs en | Correlacion entre
controles (1- 54 afios) | pacientes TRECs y RTEr r=0.84
significativamente p<0.001 en pacientes

menores en pacientes
que en controles

p=<0.001
Piliero. 200432 409 pacientes 103 18-30 afios promedio | TRECs disminuidos
controles de TRECs 7491 en todas las edades
TRECSs por

microgramo vs 19,594
en controles.
P=0.0017

Todo lo anterior enfatiza la importancia del timo en el desarrollo de diversas
funciones de la inmunidad celular, a nivel de diversas poblaciones de los linfocitos
T, particularmente en la diversidad del TCR de las células T cooperadoras
(CD3*CD4"), en el numero y funcionalidad de las células Treg, lo cual impacta en
las funciones de vigilancia y tolerancia con el potencial desarrollo de infecciones
recurrentes, de fendmenos autoinmunes y en las enfermedades alérgicas.**

Recientemente se publicaron las guias de practica clinica para el manejo de
pacientes con sindrome de delecion 22911.2, 5 en las cuales se enfatiza la
naturaleza multi-sistémica de dicha entidad y los especialistas frecuentemente
vinculados a su tratamiento. Se recomienda la evaluacion inmunoldgica de los nifios
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diagnosticados en la etapa neonatal, mediante una biometria hematica completa
con conteo diferencial de leucocitos y citometria de flujo para identificacion de
poblacion de linfocitos.*6

TIMECTOMIA INCIDENTAL

Como ya se abordd en apartados anteriores, los pacientes con delecion 22q11.2
tienen entre un 50 a un 75% de defectos congénitos cardiacos con una frecuencia
de cardiopatias complejas:

Tetralogia de Fallot 17-22%
Interrupcion del arco aortico 14-15%
Defecto del septum ventricular 13-14%
Tronco arterioso 7-9%"°

La cirugia cardiovascular es frecuente en este grupo de pacientes y el abordaje
anterior constituye la forma mas comun de accesar a la correccion quirurgica de
éstas. Sumados, el 60% de los pacientes con esta delecion son operados de forma
anterior, el momento de la cirugia depende en gran medida de la complejidad del
defecto y de la repercusion hemodinamica que se presente.

La correccion de las cardiopatias complejas supone la visualizacién directa de
estructuras mediastinales anteriores; el timo impide la adecuada visualizacién de
estas estructuras y dificulta la reparacién de las mismas, por lo que en muchos
casos es retirado. Se ha estudiado el efecto deletéreo sobre subpoblaciones
linfocitarias asi como funcidn celular en pacientes con timectomia por lo demas
sanos. En la tabla 10 se muestran las observaciones encontradas en pacientes con
reseccion quirurgica del timo por lo demas sanos.

Tabla 8 Resultados de timectomia por correccién quirurgica en pacientes
con cardiopatia

AUTOR | TIPO DE POBLACION RESULTADOS COMENTARIO
Y ANO | ESTUDIO S
Casos Controles p
Casos: Plaquetas 273 +59.1 322+58.4 p=0.01
19 pacientes con
timectomia parcial | Linfocitos | 1.79+0.53 2.68+0.73 | p=0.000
o total en 1
Eystein promedio a los Neutréfilos | 3.60 + 1.37 2.58+£0.93 p=0.01
dottir Casos y 2..6 meses Qe
200447 controles vida. Estudiados Monocitos 0.53+0.19 0.46 +0.13 p=0.20
10 afios después.
Controles: Eosinéfilos | 0.25+0.16 0.46+0.13 | p=0.15
19 sujetos sanos
de lamisma edad |"Basofilos | 0.02 + 0.04 0.03£0.05 | p=0.44
y Sexo
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Neu/Lin 2.0 0.96

Halnon Casos y Casos: Linfocitos Mediana Mediana p= Graficos
etal controles 18 pacientes con totales ~1900 en ~4000 en <0.001 solamente
2005* timectomia parcial sujetos con sujetos sin no gx vs

con media de timectomia Qx previa timecto

edad de 4.7 afios total Vs mia total

(0.4 a 15 afios) ~2,300 en p=0.047

11 pacientes con sujetos con no gx vs

timectomia total timectomia timecto

con media de parcial mia

edad de 8.4 afios parcial y

(1 a 18 afios) p=0.012

Controles: 26 timecto

pacientes con mia

media de edad de parcial

4.6 afos (0.3a 17 Vs

afos) timecto

mia total

Tabla 9 Resultados de timectomia por correccién quirurgica en pacientes
con cardiopatia

AUTOR | TIPO DE POBLACION RESULTADOS COMENTARIO
Y ANO | ESTUDIO S
Casos Controles p
Casos: CD3+ 59.26% + 66.74% t p=0.02
19 pacientes con 9.85 9.49
timectomia parcial | CD3+ 30.14% + 36.55% + p=0.05
o total en CD4+ 10.26 8.87
Eystein promedio a los CD3+CD8+ | 26.70% +8.66 | 29.47%+ | p=0.26
dottir Casos y 2..6 meses Qe 6.05
200447 | controles ‘{ga;'ﬁiztgg':;u"; CD19+ 15.27% 1168%+ | p=0.12
Controles: £10.35 5.20
19 sujetos sanos CD16+ 12.75 % + 9.17% + p=0.09
de la misma edad | CD36+ 510 3.14
y Sexo
Manceb | Cohorte. Casos: 23 sujetos | CD3+, Después de la timectomia y durante los 3
oetal Muestras con timectomia CD4+y afos de seguimiento los pacientes
2008 cada 6 en el 1er mes de CD8 + mostraron una reduccién significativa de
meses y vida y con linfocitos CD3+, CD4+ y CD8+
comparad | seguimiento 36 comparados con el grupo control. Graficos
os con meses Los CD4+ son los mas afectadores solamente
grupo Controles: 105 CD19+ No diferencias entre ambos grupos
control :%gt;izzg;)s © CD16+ No diferencias entre ambos grupos
CD56+
Van Casos y Casos:39 CD4+y Ambas subpoblaciones son menores en
Gent* controles pacientes CD8+ los primeros 5 afios postimectomia
timectomizados comparados con controles p=0.001 para
entre 2 meses y ambas. Ambas subpoblaciones Graficos
31 afios disminuyen en la misma proporcion. solamente
Controles.- 102 Después de los primeros 5 afios los
sujetos pareados valores se normalizan y no hay diferencia
por edad y sexo con controles sanos
Halnon Casos y Casos: CD3+ Mediana Mediana p=<0.001 Graficos
etal controles 18 pacientes con ~700 en ~1,500 en no gx vs solamente
2005* timectomia parcial sujetos con | sujetos sin | timectomia
con media de timectomia | Qx previa total
edad de 4.7 afios total Vs p= 0.046 no
(0.4 a 15 afios) ~1,000 en gx vs
11 pacientes con sujetos con timectomia
timectomia total timectomia parcial y p=
con media de parcial 0.030
edad de 8.4 afios timectomia
(1 a 18 afos) parcial vs
Controles: 26 timectomia
pacientes con total
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media de edad de | CD4+ Mediana Mediana p=<0.001
4.6 afos (0.3 a 17 ~400 en ~1,200 en no gx vs
afos) sujetos con | sujetos sin | timectomia
timectomia | Qx previa total
total Vs p= 0.026 no
~600 en gxvs
sujetos con timectomia
timectomia parcial y p=
parcial 0.020
timectomia
parcial vs
timectomia
total
CD8+ Mediana Mediana p=0.002 no
~300 en ~700 en ax vs
sujetos con | sujetos sin timectomia
timectomia Qx previa total
total Vs p=0.326 no
~550 en gxvs
sujetos con timectomia
timectomia parcial y p=
parcial 0.008
timectomia
parcial vs
timectomia
total
Casos: 25 adultos | Linfocitos Disminucién en linfocitos p<0.05 Solo graficas
sanos (18 a 26 CD4+ CD4+ en pacientes
afos) operados operados comparados con
por Transposicion controles de los grupos 1y
de grandes 2
arterias antes de
los 15 dias de Linfocitos | Disminucién en linfocitos p<0.05 Sélo graficas
vida CD8+ CD8+ en pacientes
Sautl:e Casos y 7(:0””0'_93: 3 operados comparados con
zeéoagm controles %ugzjsétos sanos gontroles de los grupos 1y
(18 a 25 afios)
35 Sujetos sanos _ . S— . — _ —
(26.4 a 55 arios) Linfocitos Sin diferencia estadisticamente Solo graficas
mediana de 35.3 CD16+,CD significativa
afios 56+
26 Sujetos sanos
(73-93 afios)
mediana 82 afios
Prelog Casos y Casos: 101 CD4+ Numero de | Controles p<0.001 e dividieron a los
2009% controles adultos sanos células x sanos (£12 pacientes en
(media 11.1+7.8 10° por afos)= 1.8 menores y
afos) microlitro. +0.6 mayores de 12
operados por Media y DE | Controles afos
Transposicion de Pacientes sanos (>12
grandes arterias con afos)= 1.1
antes de los 15 timectomia +0.3
dias de vida (=12 S
Controles: afnos)=1.7
81 Sujetos sanos +0.6
(media 14.1 £ 8.2 Pacientes
afos) con
timectomia
(=12
anos)= 0.7
+0.3
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Tabla 10 Resultados de timectomia por correccién quirurgica en pacientes

con cardiopatia

AUTOR | TIPO DE POBLACION RESULTADOS COMENTARIO
Y ANO | ESTUDIO S
Casos Controles p
Casos: IgM | 0.93 +0.41g/I 1.04 + 0.37g/l p=0.38
19 pacientes con
timectomia parcial
o total en IgA | 1.16 +0.60 g/I 1.55+0.58 g/l p=0.05
Eystein promedio a los
dottir Casos y 2..6 meses Qe
200447 controles vida. Estudiados IgE | 20.87 £ 23.80 33.09 £48.14 g/l p=10.48
10 afios después. gll
Controles:
19 sujetos sanos | IgG | 8.69 +1.81 9.38 +2.06 g/l p=0.28
de la misma edad g/I7dl
y Sexo
Manceb | Cohorte. Casos: 23 sujetos | 1gG | 823 +212 mg No diferencias con controles Ig normales para
oetal Muestras con timectomia la edad
2008%8 cada 6 en el 1er mes de IgA | 88 + 46 mg/dl Sélo valores de
meses y vida y con casos
comparad | seguimiento 36 IgM | 87 + 31mg/dl
os con meses
grupo Controles: 105
control Sujetos sanos (0
a 42 meses)

Tabla 11 Resultados de timectomia por correccién quirurgica en pacientes
con cardiopatia

AUTOR | TIPO DE POBLACION RESULTADOS COMENTARIOS
Y ANO ESTUDIO
Manceb | Cohorte. Casos: 23 sujetos | TRE | Los niveles de TRECs postimectomia eran mucho Especialmente
oetal Muestras con timectomiaen | Cs menores en pacientes que en controles sanos importante en el
2008 cada 6 el 1er mes de vida Se observa una disminucion en las cuentas pre y 1er afio post
meses y y con seguimiento postimectomia y esto es especialmente importante
comparad 36 meses en el primer afio post cirugia
os con Controles: 105
grupo Sujetos sanos (0 a
control 42 meses)
Grupo A: 11 Grupo A Grupo B Grupo C
pacientes PreQx: 47,916 | 30,384 + 9,748 | 69,774 + No hay
programados para +30,748 33,601 diferencias entre
12 cirugia. PostQx elgrupoByC
Madhok Cohorte Grupo B: 8 TRE | 33,157 +
2005* : pacientes post Cs | 28122
timectomia parcial p=0.014
Grupo C: 5
pacientes pre
timectomia parcial
Van Casos y Casos:39 TRE | Los valores de TRECs en pacientes Graficos
Gent* controles pacientes Cs timectomizados descienden mas rapidamente que solamente
timectomizados los controles sanos p=0.001 durante los primeros 5
entre 2 meses y afos sin embargo se normalizan después de este
31 afios tiempo.
Controles.- 102
sujetos pareados
por edad y sexo
Halnon Casos y Casos: TRE | Diferencia significativa entre aquellos con Graficos
etal controles 18 pacientes con Cs timectomiatotal vs parcial vs no gx. solamente
2005% timectomia parcial

con media de
edad de 4.7 afos
(0.4 a 15 afos)
11 pacientes con
timectomia total
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con media de
edad de 8.4 afios
(1 a 18 afios)
Controles: 26
pacientes con
media de edad de
4.6 afos (0.3a 17
afos)
Prelog Casos y Casos: 101 TRE | Pacientes con Controles p<0.01 En los 4 grupos
2009% controles adultos sanos Cs timectomia sanos (£12 se encontré una
(media 11.1+7.8 (212 afios)= afos)= 9615 + correlacion
afos) 31964578 1049 negativa
operados por Pacientes con Controles Entre la edad y
Transposicion de timectomia sanos (>12 namero
grandes arterias (>12 afios)= afos)= 6030 + TRECs
antes de los 15 1662 + 903 2952 Los  pacientes
dias de vida con timectomia
Controles: >12 afios
81 Sujetos sanos tuvieron
(media 14.1 £ 8.2 veces menos
afos) TRECs que los
controles

TIMECTOMIA INCIDENTAL EN PACIENTES CON del 22g11.2

Como ya se ha comentado con anterioridad, un porcentaje de pacientes con
del22q11.2 presentan cardiopatias conotruncales las cuales son corregidas a
edades tempranas, al momento, existe una escasa informacion en cuanto a la
repercusidon que en pacientes con del22qg11.2 pudiera tener la timectomia
quirdrgica: en el estudio publicado por Lima et al.?° el cual estudio 43 pacientes con
del22q11.2 y 24 controles sanos, se hace referencia a 2 pacientes con delecién y
timectomia por correccidn cardiopatia, el primero de 2.8 afios con timectomia parcial
con cuenta de TRECs 12,500 y el segundo con timectomia total con 6,300 TRECs
numero mas bajos que los observados en pacientes con del22g11.2 con timo.

Debido a la involucion timica, antes se creia que el timo del adulto no contribuia al

remplazo de linfocitos T, sin embargo hay informacion que indica que el timo
contribuye a la produccion de nuevas células T aun en adultos.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de delecion 22g11.2 es el sindrome de microdelecion mas frecuente en
el mundo, a pesar de tener un fenotipo muy variable, los pacientes con esta delecion
comparten una caracteristica en comun que es la hipoplasia timica.

Es bien conocido el papel que juega el timo en la capacitacion linfocitaria,
contribuyendo en gran medida al correcto desarrollo de esta estirpe celular; las
alteraciones en el desarrollo de este érgano por tanto, confieren cierta variacion del
funcionamiento de linfocitos T en este grupo de pacientes.

Aunado a la alteracion linfocitaria que se ha reportado, hasta el 75% de estos
pacientes presenta algun tipo de cardiopatia y a una gran proporcién se les somete
a timectomia parcial o completa durante la correccién de su cardiopatia, lo que
podria conferirles un mayor riesgo de padecer alteraciones inmunitarias.

En el seguimiento de los pacientes con del22q11.2 encontramos claras diferencias
en la frecuencia de procesos infecciosos presentados (incluyendo infecciones de
vias respiratorias superiores, infecciones gastrointestinales y numero de
hospitalizaciones) y esto no sélo comparado con pacientes sanos sino también
dentro del mismo grupo de pacientes; desconocemos cual o cuales son los factores
que pudieran contribuir a estas diferencias; conocemos los efectos deletéreos que
conlleva la timectomia en pacientes con cardiopatia por lo demas sanos, sin
embargo existe muy poca informacion sobre efecto que esta intervencion podria
tener en pacientes con de22q11.2 que cuentan con una alteracion inmunoldgica
basal y si este factor podria explicar las diferencias clinicas que observamos en
ellos.

IV. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia en el perfil inmunoldgico de pacientes con delecion 22g11.2 con
timo y sin timo por reseccion quirurgica?

¢ Existe diferencia en la frecuencia de procesos infecciosos en pacientes con
delecién 22911.2 con timo y sin timo por reseccion quirurgica?

V. JUSTIFICACION

Los pacientes con el sindrome de delecion de la regiéon cromosomica 22q11.2
frecuentemente presentan en la mayoria de los casos un estado de deficiencia tanto
de numero como de funcion de estas células; no conocemos la interaccion que
pudiera tener este fendmeno con el efecto de la timectomia en el caso de que hayan
sido sometidos a correccidn de su cardiopatia y si esto podria repercutir en la
presencia de infecciones.

Al ser una poblacion vulnerable, el poder caracterizar el funcionamiento linfocitario
de sujetos con delecion 22q11.2 con y sin timo y poder relacionar estos valores con
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la frecuencia de procesos infecciosos, nos permitiria aportar datos para el
entendimiento de las interacciones inmunolégicas de pacientes con este
padecimiento e incrementar el conocimiento de si estos cambios tendrian alguna
repercusion clinica.

La practica de timectomia incidental es comun en pacientes con cardiopatias y a
pesar de que una gran cantidad de autores han recomendado preservar la mayor
cantidad de tejido timico posible, al momento no existe la evidencia suficiente para
incluir esta recomendacion en las guias de practica clinica pertinentes.

Con este estudio no podremos emitir como tal una recomendacion, sin embargo
ayudaria a ampliar la informacion al respecto, sobre todo en una poblaciéon
vulnerable como lo son los pacientes con del22q11.2 que permitiria mejorar en un
futuro mejorar sus condiciones inmunoldgicas posteriores a la correccion de su
cardiopatia.

VI. OBJETIVOS
Objetivos generales:

Comparar el perfil inmunolégico de pacientes con delecion 22q11.2 con timo y sin
timo por reseccion quirurgica.

Comparar la frecuencia de procesos infecciosos de pacientes con delecion 22q11.2
con timo y sin timo por reseccidn quirurgica.

Objetivos especificos:

1- Comparar el numero de poblaciones leucocitarias en pacientes con delecién
22g11.2 con timo y sin timo por reseccion quirurgica.

2- Comparar el numero de subpoblaciones linfocitarias en pacientes con
delecion 22g11.2 con timo y sin timo por reseccion quirurgica.

3- Comparar niveles de inmunoglobulinas en pacientes con delecion 22g11.2
con timo y sin timo por reseccidn quirurgica.

4- Comparar el numero de TRECs (emigrantes timicos tempranos) en pacientes
con delecion 22g11.2 con timo y sin timo por reseccion quirurgica.

5- Comparar el numero de infecciones de vias respiratorias superiores
reportadas en el ultimo afo en pacientes con delecion 22g11.2 con timo y sin
timo por reseccion quirurgica.

6- Comparar el numero de hospitalizaciones por causa infecciosa en pacientes
con delecion 22g11.2 con timo y sin timo por reseccion quirurgica.

21



VII. HIPOTESIS

De acuerdo al objetivo general 1:

El perfil inmunolégico especificamente evaluado mediante los circulos de escision
del receptor de Linfocito T sera 30% mayor en pacientes con delecién 229q11.2 con
timo vs sin timo por reseccion quirurgica.

La hipdtesis se construyd con base en lo publicado por Madhok et al. en donde se
observa una diferencia de 30% en el numero de TRECs entre aquellos pacientes
cardiopatas con timo vs sin timo por reseccidon quirurgica. No contamos con datos
en pacientes con delecion 22q11.2, sin embargo consideramos que esta relacion se
mantendra sin cambios.

De acuerdo al objetivo general 2:

La frecuencia de procesos infecciosos evaluados mediante el numero de
infecciones de vias respiratorias superiores reportados en el ultimo afo sera 20%
mayor en pacientes con delecion 22g11.2 con timo y sin timo por reseccion
quirurgica.

La hipdtesis se construy6 con base en los reportes de un numero incrementado de
procesos infecciosos en pacientes con del 22q11.2 que algunos autores estiman en
cercano al 20% comparado con nifios sanos.

VIIl. DISENO DEL ESTUDIO
De acuerdo a la imposicion o no de una maniobra con fines de investigacion es un

estudio: Observacional

De acuerdo al seguimiento o no del paciente a través del tiempo es un estudio:
Transversal

De acuerdo a la direccionalidad en la obtencidon de la informaciéon es un estudio:
Retroprolectivo

De acuerdo a la busqueda o no de asociacion entre dos variables es un estudio:
Comparativo

IX. POBLACION
Poblacion Objetivo

Pacientes con sindrome de delecién 22q11.2
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Poblacion Elegible

Pacientes con diagndstico de sindrome de delecién 22g11.2 tratados en la clinica
del mismo nombre del Hospital Infantil de México Dr. Federico Gomez.

Criterios de Inclusion

-Cualquier género

-Pacientes entre 1 y 18 afos

-Pacientes con diagnostico de sindrome de 22q11.2, confirmado por FISH
-Pacientes a quienes sus padres autoricen participar por medio de firma de
consentimiento informado y en mayores de 8 afos con firma ademas de
asentimiento informado.

Criterios de Exclusion

e Pacientes con cualquier tipo de infeccibn aguda (gastrointestinal, vias
respiratorias superiores o inferiores, etc) o en los ultimos 15 dias

e Pacientes hospitalizados en los ultimos 9 meses por cualquier causa.

e Pacientes que hayan sido transfundidos en los ultimos 9 meses previos a la
toma de muestra para este estudio.

e Pacientes con uso de esteroide sistémico en los ultimos 9 meses por
cualquier causa

e Pacientes con enfermedad neoplasica o degenerativa concomitante

e Pacientes con cualquier contraindicacién para la toma de la muestra por
enfermedad de base.

Criterios de Eliminacion

Se eliminaron aquellos pacientes en los cuales no se realizaron todos los estudios
de laboratorio contemplados debido a problemas con el manejo o procesamiento de
las muestras. (Muestra coagulada, muestra insuficiente)

X. VARIABLES

Variables Independientes:
1. Evidencia de la presencia de timo
2. Reseccion quirurgica del timo

Variables Dependientes:

1. Perfil inmunologico
a. Numero de poblaciones leucocitarias
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b. Numero de subpoblaciones linfocitarias
c. Niveles de Inmunoglobulinas
d. Numero de TRECs
2. Frecuencia de procesos infecciosos
a. Numero de infecciones de vias respiratorias superiores
b. Numero de hospitalizaciones por causa infecciosa

Variables Confusoras
1- Tipo de cardiopatia
2- Tiempo desde la reseccion del timo
3- Edad de reseccién del timo

Variables demograficas

Sexo

Edad en meses
Peso en kg
Tallaenm

hoOp =

Descripcion de enfermedad

Sindrome de delecién 22q11.2.

Definicion _conceptual.- Término que se emplea en pacientes que tienen una
delecién hemicigota del cromosoma 22q11.2 detectado por FISH o MLPA.
Definicidn operacional.- Pacientes que tienen una delecion hemicigota del
cromosoma 22q11.2 detectado por FISH y que cuenten con reporte escrito en
expediente clinico.

Definicion de variables

Evidencia de la presencia de timo

Definicidn conceptual.- Visualizacidn del timo en situacion habitual.

Definicidn operacional.- Visualizacion del timo mediante ultrasonido transtoracico
con ventana supraesternal, con transductor lineal de 10.4-MHz y equipo
Siemmens®, modelo Antares, con el paciente en posicion supina, utilizando una
almohadilla por detras de los hombros.

Tipo de variable.- Cualitativa, nominal, dicotomica

Escala de medicion.- Presencia de timo por ultrasonido, ausencia de timo por
ultrasonido.

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.- Dra Nora lIsela Moguel Molina, radiéloga
certificada y adscrita al Departamento de Radiologia e Imagen del HIMFG

Reseccidn quirurgica de timo
Definicidn conceptual.- Reseccidn quirurgica del timo durante la correccion de la
cardiopatia de base.
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Definicidn operacional.- Reseccidn quirurgica del timo durante la correccién de la
cardiopatia de base, evidenciado por escrito en la hoja quirurgica.

Tipo de variable.- Cualitativa, nominal, dicotomica.

Escala de Medicién.- Reseccidn quirurgica de timo, sin reseccion quirurgica del timo.
Temporalidad de las mediciones.-Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto sera el
encargado de analizar la hoja quirurgica de pacientes sometidos a correcciéon de
cardiopatia para constatar la reseccion quirurgica o no de dicho érgano.

Perfil inmunolégico

El perfil inmunoldgico se constituyo por 4 variables que se analizaron por separado:
Numero de poblaciones leucocitarias, numero de subpoblaciones linfocitarias,
niveles de Inmunoglobulinas y numero de TRECs.

Numero de poblaciones leucocitarias

Definicion conceptual y operacional.- Estuvo determinada por 3 variables:

a) Numero de leucocitos totales

b) Numero de linfocitos totales

c) Numero de neutrdfilos totales
Nota: Cada una de las variables que conforman las poblaciones leucocitarias se
midi6é de forma independiente y cada una se analiz6 por separado.

a) Numero de leucocitos totales
Definicidn conceptual y operacional.- Numero total de leucocitos en sangre
periférica.
Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta
Escala de Medicion.- Numero de células/uL
Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez
adscrito al Laboratorio Central del HIMFG.

b) Numero de linfocitos totales
Definicion conceptual y operacional.- Numero total de linfocitos en sangre
periférica.
Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta
Escala de Medicion.- Numero de células/uL
Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez
adscrito al Laboratorio Central del HIMFG.
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c) Niumero de neutréfilos totales

Definicidn conceptual y operacional.- Numero total de neutréfilos en sangre
periférica.

Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Medicion.- Numero de células/uL

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez
adscrito al Laboratorio Central del HIMFG.

Numero de subpoblaciones linfocitarias

Definicion conceptual y operacional.- Estuvo determinada por 3 variables:

a)
b)
c)

Numero de linfocitos T CD3+ (Linfocitos T)
Numero de linfocitos T CD3+ CD4+ (Linfocitos T CD4+)
Numero de linfocitos T CD3+ CD8+ (Linfocitos T CD8+)

Nota: Cada una de las variables que conforman las subpoblaciones linfocitarias se
medié de forma independiente y cada una se analizé por separado.

a)

b)

Numero de linfocitos T CD3+

Definicidn conceptual y operacional.- Numero total de células en sangre
periférica que expresan el marcador CD3+

Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Medicion.- Numero de células/uL

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Guillermina Baay adscrita a la
Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncoldgicas, HIMFG.

Numero de linfocitos T CD3+ CD4+ (Linfocitos T CD4+)

Definicidn conceptual y operacional.- Numero total de células en sangre
periférica que expresan el marcador CD4+

Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Medicion.- Numero de células/uL

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Guillermina Baay adscrita a la
Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncoldgicas, HIMFG.

Numero de linfocitos T CD3+ CD8+ (Linfocitos T CD8+)
Definicidn conceptual y operacional.- Numero total de células en sangre
periférica que expresan el marcador CD3+ CD8+
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Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Medicion.- Numero de células/uL

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Guillermina Baay adscrita a la
Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncoldgicas, HIMFG.

Niveles de Inmunoglobulinas
Definicion conceptual y operacional.- Estara determinada por 4 variables:

a)
b)
c)
d)

Medicion de IgA en sangre periférica
Medicién de IgG en sangre periférica
Medicion de IgM en sangre periférica
Medicion de IgE en sangre periférica

Nota: Cada una de las variables que conforman los niveles de inmunoglobulinas
se medira de forma independiente y cada una se analizara por separado.

a)

b)

Medicion de IgA en sangre periférica

Definicidn conceptual y operacional.- Niveles de IgA reportados en sangre
periférica en mg/dl

Tipo de variable.- Cuantitativa, continua

Escala de Medicion.- mg/di

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez
adscrito al Laboratorio Central del HIMFG.

Medicion de IgG en sangre periférica

Definicidn conceptual y operacional.- Niveles de IgG reportados en sangre
periférica en mg/dl

Tipo de variable.- Cuantitativa, continua

Escala de Medicion.- mg/di

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez
adscrito al Laboratorio Central del HIMFG.

Mediciéon de IgM en sangre periférica

Definicidn conceptual y operacional.- Niveles de IgM reportados en sangre
periférica en mg/dl

Tipo de variable.- Cuantitativa, continua

Escala de Medicion.- mg/di

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
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Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez
adscrito al Laboratorio Central del HIMFG.

d) Medicién de IgE en sangre periférica
Definicidn conceptual y operacional.- Niveles de IgE reportados en sangre
periférica en Ul
Tipo de variable.- Cuantitativa, continua
Escala de Medicion.- Ul
Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez
adscrito al Laboratorio Central del HIMFG.

Circulos de escision del receptor de Linfocito T
Definicion conceptual y operacional.- Circulos de escision del receptor de
Linfocito T por microlitro de sangre periférica detectados por PCR
Tipo de variable.- Cuantitativa, continua.
Escala de Medicién.- Numero de células por microlitro
Temporalidad de las mediciones.-Al ingreso al estudio. 1 medicion.
Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto
fue el encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la
medicion del resultado junto con el Quimico Edgar Alejandro Medina-Torres
adscrito a la Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias. INP
Valores de normalidad.- Se considero6 el punto de corte por arriba de 25
TRECs por microlitro. Nosotros usamos los datos de forma cuantitativa
continua, comparando los grupos no en relacion al nivel de normalidad si no
a la diferencia entre ambos grupos.

Numero de infecciones de vias respiratorias superiores en el afio inmediato
anterior.

Definicion conceptual y operacional.- Numero de Infecciones de vias respiratorias
superiores ya sea virales o bacterianas en el afio inmediato anterior diagnosticados
por facultativo (médico general, pediatra, alergdlogo) y reportados por familiar.
Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Medicion.- Numero de infecciones por afio

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.-El investigador responsable del proyecto fue el
encargado de obtener estos datos mediante la hoja de recoleccion de datos.
Valores de normalidad.- Existe controversia sobre los valores de normalidad de las
infecciones de vias respiratorias superiores en niflos sanos. Nosotros usamos los
datos de forma cuantitativa continua, comparando los grupos no en relacion al nivel
de normalidad si no a la diferencia entre ambos grupos.
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Numero de hospitalizaciones por causa infecciosa

Definicion _conceptual vy operacional.- Numero de estancias hospitalarias por lo
menos 24 hrs por causa infecciosa de cualquier indole durante el transcurso de la
vida del pacientes.

Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Medicién.- Numero hospitalizaciones.

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.-El investigador responsable del proyecto fue el
encargado de obtener estos datos mediante la hoja de recoleccién de datos, del
expediente clinico y complementados durante el interrogatorio al tutor.

Valores de normalidad.- 0 hospitalizaciones por causas infecciosas. La variable
considerada fue cuantitativa discreta, y se analiz6 el numero total de
hospitalizaciones por causa infecciosa durante toda la vida independientemente de
los valores de normalidad propuestos.

Variables confusoras

Tipo de cardiopatia

Definicion conceptual y operacional.- Tipo de cardiopatia presente mediante reporte
por escrito de ecocardiograma.

Tipo de variable.- Cualitativa, nominal, politomica.

Escala de Medicion.- CIA, CIV, PCA, Tetralogia de Fallot, etc.

Temporalidad de las mediciones.-Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto fue el
encargado de obtener estos datos en el expediente clinico.

Tiempo desde la reseccioén del timo

Definicidn conceptual y operacional.- Numero de meses transcurridos desde la
reseccion del timo por reparacion quirurgica de la cardiopatia de base.

Tipo de variable.- Cuantitativa discreta

Escala de Medicion.- Meses

Temporalidad de las mediciones.-Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto fue el
encargado de obtener estos datos en el expediente clinico.

Edad al momento de la reseccién del timo

Definicion conceptual y operacional.- Edad en meses cumplidos al momento de la
reseccion del timo por reparacion quirurgica de la cardiopatia de base.

Tipo de variable.- Cuantitativa discreta

Escala de Medicion.- Meses

Temporalidad de las mediciones.-Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto fue el
encargado de obtener estos datos en el expediente clinico.
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XI. SITIO

El estudio se realizé en el Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG) que
es un hospital de tercer nivel de atencion médica, que cuenta con un area de
hospitalizacion y consulta externa de especialidades y sub-especialidades de
pediatria y genética. Es un centro de referencia de pacientes con sindrome de
delecion 22911.2, que brinda métodos de deteccion, diagnostico, tratamiento y
seguimiento y que cuenta con una clinica para pacientes con este sindrome.
Especificamente el estudio se realizara en el Departamento de Alergia e
Inmunologia, Genética, Laboratorio Central y area de ultrasonido de dicha
Institucion.

Se contd con la colaboracion de la Unidad de Investigacion en enfermedades
oncologicas HIMFG para procesamiento de las muestras y del Instituto Nacional de
Pediatria INP Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias Primarias para
capacitacion del Investigador principal y personal de laboratorio para estudios de
funcionamiento de células T.

XIl. TAMANO DE LA MUESTRA

Tabla 12. Calculo del tamaino de muestra
Variable | Calculado | Autor de | Valores Férmula N
por: referencia
Numero Diferencia | Madhok et | d=9,271 ) 2 |6
de de medias | al. Trecs/millon n:gt(zi_z»jf‘DE] pacientes
circulos PBMC ’ por grupo
de a=0.05
escision unilateral
del B=0.20
receptor Media
de grupo A =
Linfocito T 47,916
en Trecs/millon
pacientes PBMC
con y sin Media
timo grupo B =
33,157
Trecs/milléon
PBMC
DE= 14,759
Trecs/milléon
PBMC
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El numero de pacientes que se han diagnosticado con del22g11.2 mediante FISH
en el HIMFG es de 119 nifios hasta enero de 2016 por lo que se intentd incluir a
todos los pacientes que contaran con los criterios de inclusién establecidos.

El numero de muestra que se consideré como minimo, es de 30 pacientes por
grupo, incrementando el numero necesario de 6 a 30.

Xlll. MUESTREO

Se traté de un muestreo por conveniencia, eligiendo de forma consecutiva cada
individuo accesible que cumpliera con los criterios de seleccién.

XIV. LOGISTICA DE LA INTERVENCION

Los pacientes se reclutaron de la clinica de del22q11.2 de nuestro hospital, la cual
es coordinada por el Departamento de Genética.

Dichos pacientes reciben valoracion multidisciplinaria por parte de los Servicios de
Cardiologia, Endocrinologia, Foniatria y Alergia e Inmunologia.

Se les invitd a participar checando previamente si cumplian con los criterios de
inclusion y exclusion estipulados; previa firma de consentimiento y asentimiento
informado, se le realizé una valoracién completa que comprendié una historia clinica
y examen fisico asi como recopilacién de datos relevantes para el protocolo: Ultimo
ecocardiograma, hoja quirurgica en caso de correccidon de cardiopatia. Ver Anexos

Todos aquellos pacientes en que fueron excluidos inicialmente por tener alguno de
los puntos positivos del 1 al 5 en criterios de exclusidén, se reevaluaron para su
posterior inclusién siempre y cuando cumplieran con los tiempos de espera
solicitados. Los criterios de exclusion se basaron en la posible interferencia que
puedieran tener estos eventos sobre las poblaciones leucocitarias o subpoblaciones
de linfocitos.

Se tomd muestra sanguinea al paciente y su control, se dividié la muestra en:
e 500 microlitros en tubo con anticoagulante EDTA para biometria hematica
e 2.5ml tubo seco para cuantificacion de Inmunoglobulinas
e 5ml tubo con anticoagulante EDTA para citometria de flujo
e 500 microlitos con anticoagulante EDTA para ser llenado papel filtro para
cuantificacion de TRECs

Se envio a los pacientes al Departamento de Radiologia e Imagen de nuestra
Institucidn y se les realiz6 ultrasonido por una radiéloga certificada (Dra. Nora Isela
Moguel Molina) adscrita a dicho Departamento, con transductor lineal de 10.4-MHz
y equipo Siemmens®, modelo Antares, con el paciente en posicion supina,
utilizando una almohadilla por detras de los hombros. La ventana utilizada de
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estudio fue supraesternal en todos los pacientes. Se visualizaron los planos
longitudinal, anteroposterior y transverso, se realizaron mediciones y se calcularon
los valores promedio. Ver anexos

En cuanto a los sitios especificos para realizar el presente estudios:

Busqueda de poblacidén elegible.- Hospital Infantii de México Federico Gémez
particularmente en la clinica de delecion 22q11.2 la cual se reune 1 vez por mes en
la consulta externa de genética, asi como en la base de resultados de pacientes
sometidos a FISH.

Entrevista, seleccion y firma de consentimientos.- Oficina del Servicio de Alergia e
inmunologia del HIMFG de lunes a viernes de 8:00 a 14:00 hrs.

Aplicacion de hoja de recoleccidon de datos asi como exploracion fisica completa.-
Oficina del Servicio de Alergia e inmunologia del HIMFG de lunes a viernes de 8:00
a 14:00 hrs.

Toma de muestras sanguineas.- Laboratorio de Servicio de Alergia e inmunologia
del HIMFG de lunes a viernes de 8:00 a 12:00 hrs.

Almacenaje de muestras para TRECs.- Laboratorio de Servicio de Alergia e
inmunologia del HIMFG. Refrigerador 40C

Procesamiento final de muestras para TRECs.- Unidad de Investigacion en
Inmunodeficiencias Primarias. Instituto Nacional de Pediatria. Se programo
procesamiento por cada 20 muestras obtenidas.

Procesamiento de muestras para citometria de flujo.- Unidad de Investigacion en
Enfermedades Oncoldgicas, HIMFG. Se programé procesamiento por cada 20
muestras obtenidas.

Procesamiento de muestras para medicion de Inmunoglobulinas.- Laboratorio
Central del HIMFG. Se realiz6 posterior a cada toma de muestra

Nota: Se verificd con la Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncoldgicas del
HIMFG asi como con la Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias primarias
del INP que los tiempos de procesamiento de las muestras no interfirieran con la
calidad de los resultados.

Cada una de las muestras es almacenada siguiendo las recomendaciones de los
reactivos utilizados.

En todos los casos los investigadores carecieron de la informacién de resultados
alternos a su campo de trabajo.
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XV. PLAN DE ANALISIS DE LOS DATOS

Objetivo: Descripcion general de la poblacion de estudio en ambos grupos.
Analisis univariado.

Tabla 13 Plan de Analisis de datos descripcion general de la poblacion de
estudio
Variable | Tipo de variable Prueba estadistica
Edad Cuantitativa discreta Distribucion Normal
Medidas de tendencia central: Media
Medidas de dispersion:
Desviacion estandar
Libre distribucion
Medidas de tendencia central: Mediana
Medidas de dispersion:
Rango
Sexo Cualitativa dicotomica | Proporcion

Objetivo: Comparar de variables demograficas en ambos grupos para establecer
que ambos grupos fueran semejantes y puedan ser comparables principalmente en
cuanto a edad
Grupos de comparacion: Pacientes con 22g11.2 y timo vs pacientes con 22q11.2

sin timo.

Analisis bivariado

Tabla 14 Plan de analisis de datos comparacion de variable demograficas en
ambos grupos

Variable

Tipo de variable

Prueba estadistica

Edad

Cuantitativa discreta

Distribucion Normal

t student muestras dependientes

Libre distribucién

U de Mann-Whitney (Muestras
independientes)

Sexo

Cualitativa dicotémica

Proporcion
Distribucion Normal
XZ

Peso

Cuantitativa continua

Distribucion Normal

t student muestras dependientes

Libre distribucién

U de Mann-Whitney (Muestras
independientes)
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Talla Cuantitativa continua | Distribucién Normal

t student muestras dependientes

Libre distribucién

U de Mann-Whitney (Muestras
independientes)

Tipo de | Cualitativa politdmica | Proporcion
Cardiopatia

Objetivo: Comparar el numero de poblaciones leucocitarias

Grupos de comparacién: Pacientes con delecion 22q11.2 con evidencia de timo por
ultrasonido y sin timo por reseccién quirurgica.

Analisis: Bivariado

Los datos se analizaron para identificar distribucién normal mediante la prueba de
Shapiro-Wilk posterior a lo cual se decidira la mejor prueba estadistica a realizar.

Tabla 15 Plan de analisis de datos comparacion del numero de
subpoblaciones linfocitarias

Variables Tipo de | Prueba estadistica
variables

-Numero de leucocitos totales Cuantitativa Distribucién Normal

-Numero de linfocitos totales discreta t student muestras

-Numero de neutrdfilos totales independientes

Libre distribucion

U de Mann-Whitney
(Muestras
independientes)

Posterior a este analisis y dado que se incluyeron en el estudio pacientes con
diferentes edades, se convertieron los valores de leucocitos, linfocitos y neutréfilos
totales a Z scores con el fin de realizar la comparacion entre ambos grupos
considerando la edad de la inclusion y los diferentes valores de normalidad
propuestos para cada una, el analisis se realizdé de acuerdo a la distribucion de la
siguiente forma:

Distribucién Normal: t student muestras independientes

Libre distribucion: U de Mann-Whitney (Muestras independientes)

Objetivo: Comparar el numero de subpoblaciones linfocitarias

Grupos de comparacién: Pacientes con delecion 22q11.2 con evidencia de timo por
ultrasonido y sin timo por reseccién quirurgica.

Analisis: Bivariado
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Tabla 16 Plan de analisis de datos comparaciéon del numero de

subpoblaciones linfocitarias

Variables Tipo de | Prueba estadistica

variables

-Numero de linfocitos T CD3+ Cuantitativa Distribucion Normal

(Linfocitos T) discreta t student muestras

-Numero de linfocitos T CD3+ CD4+ independientes

(Linfocitos T CD4+) Libre distribucion

-Numero de linfocitos T CD3+ CD8+ U de Mann-Whitney

(Linfocitos T CD8+) (Muestras
independientes)

Posterior a este analisis y dado que se incluiran en el estudio pacientes con
diferentes edades, se convertiran los valores totales a Z scores con el fin de realizar
la comparacién entre ambos grupos considerando la edad de la inclusion y los
diferentes valores de normalidad propuestos para cada una, el analisis se realizara
de acuerdo a la distribucion de la siguiente forma:

Distribucién Normal: t student muestras independientes

Libre distribucion: U de Mann-Whitney (Muestras independientes)

Objetivo: Comparar los niveles de inmunoglobulinas

Grupos de comparacién: Pacientes con delecion 22g11.2 con evidencia de timo por
ultrasonido y sin timo por reseccidn quirurgica.

Analisis: Bivariado

Tabla 17 Plan de analisis de datos comparacion del numero de
inmunoglobulinas

Variable Tipo de variable Prueba estadistica

IgA, IgG, IgM, IgE Cuantitativa continua Distribuciéon Normal

t student muestras
independientes

Libre distribucion

U de Mann-Whitney
(Muestras
independientes)

Objetivo: Comparar el numero de TRECs

Grupos de comparacion: Pacientes con 22g11.2 y timo vs pacientes con 22q11.2
sin timo.
Analisis bivariado
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Tabla 18 Plan de analisis de datos comparacion de funcién linfocitaria

Variable

Tipo de variable

Prueba estadistica

No. De TRECs

Cuantitativa, continua.

Distribucion Normal

t student muestras
dependientes

Libre distribucién

U de Mann-Whitney
(Muestras
independientes)

Objetivo: Comparar la historia de procesos infecciosos de pacientes con delecion

22g11.2 con timo y sin timo por reseccion quirurgica.

Grupos de comparacion: Pacientes con 22g11.2 y timo vs pacientes con 22q11.2

sin timo.
Analisis bivariado

Tabla 19 Plan de analisis de datos historia de procesos infecciosos

Variable

Tipo de variable

Prueba estadistica

Numero de infecciones
de vias respiratorias altas
en el afo inmediato
anterior.

Cuantitativa discreta

Distribucion Normal

t student muestras
dependientes

Libre distribucién

U de Mann-Whitney
(Muestras
independientes)

Numero de
hospitalizaciones por
causa infecciosa durante
toda la vida.

Cuantitativa discreta

Distribucion Normal

t student muestras
dependientes

Libre distribucién

U de Mann-Whitney
(Muestras
independientes)

Todas las estimaciones estadisticas se realizaran por medio del programa
estadistico SPSS version 20.0
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XVI. RESULTADOS
Descripcion de la poblacién

Se incluyeron un total de 39 pacientes con diagndstico confirmado de del22q11.2
mediante FISH, 19 mujeres y 20 hombres; al momento de la inclusién al estudio la
mediana de edad fue de 7 afios con un RIQ (Rango intercuartilar) de 3 a 7 afios

Del total de pacientes 30.7%(12) habian sido sometidos a correccidén de cardiopatia
con la consiguiente reseccidn quirurgica de timo, 43.5%(17) no habian sido
operados y 25.6% (10) tenia cor sano. No hubo diferencias significativas en edad,
peso y talla entre los 2 grupos estudiados. Tabla 20. En el grupo de pacientes no
operados habia un numero mayor de hombres (63%) comparado con el grupo con
timectomia (25%).

Tabla 20. Caracteristicas de los 2 grupos incluidos en el estudio

Pacientes p

Pacientes no operados con
operados n=27 | timectomia total
n=12

Sexo % (n) Hombres 63% (17) | Hombres 25% (3) | p=0.04*
Mujeres 37% (10) | Mujeres 75% (9)

Edad (anos) 7 afos (3-9) 7.5 afos (3.7-| p=0.81*
Mediana (RIQ) 10.7)

Peso (kg) 16.5kg (12.9-19.5) | 18.0 kg (15.2- | P=0.80**
Mediana (RIQ) 27.5)

Talla (cm) 115 cm (92-131) 120 cm (98.5- | P=0.81**
Mediana (RIQ) 142)

*chi?

**U de Mann Whitney

Las cardiopatias congénitas observadas mas frecuentemente fueron Tronco
arterioso (6/39; 15.3%), tetralogia de fallot (4/39; 10.2%) y atresia pulmonar (4/39;
10.2%). Tabla 21

Tabla 21. Tipo de cardiopatia encontrada en los sujetos de estudio
Timectomia total | No operados Total
(n=12) (Con timo) % (n) | % (n)
(n=27) (n=39)
Tronco arterioso 50%(6) - 15.38% (6)
Tetralogia de Fallot 16.6% (2) 7.4%(2) 10.2% (4)
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Atresia pulmonar 16.6% (2) 7.4%(2) 10.2% (4)
Entrecruzamiento de | - 7.4%(2) 5.1% (2)
ramas pulmonares

Interrupciéon de arco | 8.3% (1) - 2.5% (1)
adrtico

Dilatacion de la raiz | - 3.7% (1) 2.5% (1)
aortica

PCA - 11.1% (3) 7.7% (3)
CIA - 11.1% (3) 7.7% (3)
Civ - 7.4%(2) 5.1% (2)
CIAy PCA - 3.7% (1) 25% (1)
CIVy PCA 8.3% (1) 3.7% (1) 5.1% (2)
Corazén sano - 37% (10) 25.6%(10)
Total 100% (12) 100% (27) 100% (39)

PCA: Persistencia de conducto arterioso, CIA: Comunicacion interauricular, CIV:
Comunicacion interventricular.

La mediana de edad al tiempo de la cirugia fue de 9.5 meses (RIQ 5-9.5). La
mediana del periodo de tiempo entre la cirugia y la inclusién de los pacientes fue de

6.3 anos.

En las tablas 22 y 23 se muestra las medianas de las cuentas leucocitarias y Z
scores para la edad, asi como el reporte de inmunoglobulinas de ambos grupos. El
grupo con timectomia presentdé una menor cantidad de linfocitos, respecto al grupo
no operado, tanto en cuentas totales como en la comparacién con Z scores
ajustados para la edad. Se encontré una media de IgG mas alta en pacinetes con
reseccion de timo vs con timo, resto de inmunoglobulinas no significativas.

Tabla 22. Cuentas leucocitarias en ambos grupos y su comparacion ®'

Subgrupo Analisis No operados y Operados con p
celular con evidencia de | resecciéon completa
timo por o parcial de timo
ultrasonido n=12
n=27

Cuenta total 3 3 _ .
Media (DE) | 8-03x 10 /uL (+2.6) | 8.3 x 10 /uL (+2.6) p=0.74

Leucocitos.
Z score
Mediana -0.54 (-1.1 a 0.20) -0.08 (-0.97 a 0.57) p=0.29**
(RIQ)
Cuenta total 3

Linfocitos | Mediana 32'59 x10/uL(23a |54, 10%uL (1.8-3.4) | p=0.18*

(RIQ) 5)
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Z score

Mediana -0.61 (-1.45a-0.17) | -0.84 (-1.07 a -0.28) p=0.54**
(RIQ)
,(\:,llézr,‘;a(éoé?' 37x10°uL (+1.3) |45x10°/uL (+1.4) | p=0.12"

Neutréfilos
Z score
Mediana -0.15(-0.82 2 0.53) | 0.24 (-0.46 a 1.20) p=0.40**
(RIQ)
Cuenta total 3 3

Monocitos Mediana 0.4 x10 /uL (0.36 a 0.42 x 10 /uL (0.34- p=0.70**
(RIQ) 0.78) 0.64)
Cuenta total 3 3

Eosinofilos | Mediana 0.11 x 10 /uL (008 0.18 x 10 /uL (009 a p=0.25**
(RIQ) a 0.32) 0.23)

* t student

** U de Mann Whitney

Tabla 23. Valores de inmunoglobulinas en ambos grupos y su comparacion

No operados y con
evidencia de timo

Operados con
reseccion completa

por ultrasonido de timo P
n=27 n=12

?fﬁgi)a"a 157 mg/dl (140-242) | 140 mg/dl (72.7-226) | p=0.98*
IgA Z score

Mediana 219 (1.40-4.2) 1.86 (-0.4-3.8) p=0.46*

(RIQ)

Media (DE) 2:381?’46§)m9/ d 1433 mg/dl (+432.5) | p=0.05**
I9G Z score

Mediana 1.67 (0.73-2.1) 2.19 (1.2-6.5) p=0.46*

(RIQ)
- Media (DE) | 91-1 mo/dl (:38.5 | 106.0 mg/dl (:34.6 520,28

mg/dl )

mg/dl)
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Z score
Mediana -0.51 (-0.91 2 0.33) | -0.02 (-0.82 a 0.44) p=0.14*
(RIQ)

IgE Mediana 28.1 Ul/ml (18.1- oo
(RIQ) 54.9) 23.5 Ul/ml (18.1-144) | p=0.99
Z score
Mediana 0.93 (0.13 a 3.8) 1.8 (-0.00 a 4.04) p=0.98*
(RIQ)

* U de Mann Whitney

** t student

IgA: Inmunoglobulina A, 19G:

Inmunolgobulina E

Inmunoglobulina G, IgM: Inmunoglobuina M, IgE:

En la comparacién por subpoblaciones linfocitarias, se evidencidé una menor
cantidad de CD3+, CD4+ y CD8+ en el grupo con timectomia posquirurgica (Figura

3), aunque sin significancia estadistica.
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Figura 3. Comparacion de la cuenta total de linfocitos T CD3+ cel/uL (a), T
CD4+ (b), T CD8+ (c), CD19+ (d), CD16+CD56+ (e) en el grupo no operado
y el grupo operado y con reseccion parcial o completa del timo.

En la estratificacion por edades, encontramos una tendencia a una menor cantidad
de CD3, CD4, CD8 y CD16/56 en el grupo sin timo vs con timo que fue mucho mas
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marcada en los primeros 8 afos de vida. Tabla 24. No se encontraron diferencias

en los niveles de inmunoglobulinas al realizar este mismo analisis.

Tabla 24. Cuentas de subpoblaciones linfocitarias estratificada por edades

0-8 afos p 9-18 anos p
Con timo | Sin timo Con timo | Sin timo

CD3 1866.35 | 1303.36 | 0.09* 1338.36 | 1092.08 | 1.0*
(Mediana)
CD4 1127.67 | 802.79 0.165* | 616.86 695.77 1.0*
(Mediana)
CD8 720.65 483.39 0.055* | 620.60 380.50 1.0%
(Mediana)
CD16/56 | 485.95 459.0 0.206* | 700.98 282.40 0.286*
(Mediana)
CD19 722.61 771 1.0* 530.71 507.96 1.0*
(Mediana)

* U de Mann Whitney

Se realiz6 el analisis comparando la edad a la que se habia practicado la timectomia
con las cuentas de subpoblaciones linfocitarias al momento del estudio. La menor
cantidad de linfocitos, CD3+, CD4+, CD8" se presentd en aquellos pacientes que se
habian sometido a timectomia durante el 1er afo de vida (Figura 4). Faltariia
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Figura 4. Comparacion de la cuenta total de linfocitos totales, neutrofilos y
subpoblaciones T CD3+ cel/uL, T CD4+, T CD8+, en el grupo operado antes y
después del aio de edad.

En el grupo que habian sido operados, se observé una correlacion de Spearman
negativa entre los meses transcurridos desde la cirugia y:

Cuentas totales de leucocitos r=-0.50 (p=0.03)

Neutrofilos totales r=-0.27 (p=0.26)

Linfocitos totales r=-0.33 (p=0.17)

CD3+ totales r=-0.19 (p=0.49)

CD4+ totales r=-0.25 (p=0.35)

CD8+ totales r=-0.10 (p=0.70)

TRECs r=-0.74 (p=0.005).

La media en la medicion de TRECs, fue de 25.2/uL (+4.69) en el grupo con timo vs
17.4/uL (£6.5) en el grupo sin timo (p=0.36).

Se registraron un total de 13 hospitalizaciones por causa infecciosa en ambos
grupos, de las cuales 11 se presentaron en el grupo con timo y 2 en el grupo
operado; en su mayoria se debieron a procesos infecciosos de vias respiratorias
inferiores. La mediana de hospitalizaciones fue de 1.07 vs 0.27 en el grupo con timo
VS grupos con reseccion parcial o completa p= 0.41._

La mediana de IVAS en el grupo con timectomia fue de 2 vs 3 en el grupo con timo

p=0.52; no se encontraron diferencias en la frecuencia de otitis, sinusitis e
infecciones gastrointestinales reportadas en el ultimo afo entre ambos grupos. La
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mediana de procesos infecciosos en el ultimo ano ya sea IVRS, otitis, sinusitis e
infecciones gastrointestinales fue de 4 para ambos grupos.

XVII. DISCUSION

El timo es un 6rgano fundamental para el sistema inmunolégico cuya funcidn no es
sblo capacitar al linfocito T produciendo células completas y funcionales si no
también participando de forma muy importante en la tolerancia central, al facilitar la
apoptosis de linfocitos T potencialmente autorreactivos. Una funcion timica
adecuada es crucial para la generacibn de un repertorio de células T lo
suficientemente diverso para mantener la plasticidad, la proteccién y la reparacion,
al tiempo que se minimiza el riesgo de autoinmunidad. %2

La funcién maxima del timo ocurre durante la vida fetal y en la infancia temprana,
para después sufrir un proceso de involucién acelerado al llegar a la pubertad
(probablemente influenciado por la produccion acelerada de hormonas sexuales)
que va de la mano con una disminucion de sus funciones, una reduccion gradual de
la produccidn de células T naive y un cambio en el repertorio de linfocitos T. 53:54:45.55

Los cambios en las células T relacionados con la edad incluyen tres principales:
Inmunosenescencia.- Caracterizada por una baja respuesta inmunitaria, debido un
repertorio disminuido de TCR y asociado a una expansion oligoclonal de linfocitos
T periféricos de memoria/células T senescentes.

Inflamacion cronica.- También conocida como “inflammaging” y que se debe en
parte a un dafo tisular cronico inducido por células T autorreactivas (producidas de
forma normal en pequefias cantidades a lo largo de la vida).

Acumulacion de células Treg en 6rganos linfoides secundarios.5®

Las subpoblaciones de linfocitos T van cambiando conforme incrementa la edad, lo
que provoca una disminucion de la capacidad de reconocimiento de “neo-antigenos”
y un incremento de células T autorreactivas, lo que induce por una parte un aumento
de la susceptibilidad a procesos infecciosos y por la otra un mayor de riesgo de
inflamacion y enfermedades autoinmunes.®’

La inmunosenescencia es una condicion que se establece con el tiempo y a
diferentes tiempos en diferentes poblaciones dependiendo de multiples factores
como: estimulos antigénicos a los que se ha expuesto el individuo, factores
nutricionales, raciales, condiciones que potencialmente pudieran afectar al timo
tanto a su desarrollo como a su funcién, etc. Especial atencion merecen 2
condiciones en las cuales se ha evidenciado una inmunosenescencia precoz que
son pacientes con reseccion de timo y pacientes con del22g11.2.

Multiples estudios han reportado el impacto inmunologico de la timectomia

pediatrica temprana en pacientes con cardiopatias congénitas 3641424849 por |o
demas sanos, evidenciando una disminucion progresiva en los niveles de linfocitos
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T naive y TREC, con una mayor proporcion de linfocitos T de memoria periféricos
que justo reflejan el fenotipo inmunosenescente descrito previamente. 48 5859

Otro grupo de especial importancia son los pacientes con delecion 22q11.2 en
donde la hipoplasia de timo es una condicion frecuente y en quienes también se han
encontrado cambios inmunes compatibles con envejecimiento inmunologico
temprano.5?

Si a todo esto sumamos que existen pacientes en quienes se conjugan 2
condiciones importantes para la funcion de células T (sindrome de delecion 22q11.2
y timectomia incidental) encontraremos la relevancia de este estudio y del consejo
para pacientes y médicos tratantes de esta condicion.

Hasta el 75% de pacientes con del 22q11.2 presenta algun tipo de cardiopatia 8° y
en muchos casos son llevados a correccién quirurgica a edades tempranas con la
consiguiente timectomia incidental en mas o menos la mitad de Ellos;®° (la
timectomia tiene la finalidad de aumentar la exposicion del campo quirurgico para
una adecuada visualizacion del corazon y grandes vasos) y estos pacientes son los
que teorizando tendrian el mayor riesgo de alteraciones en inmunidad debido a que
presentan 2 caracteristicas que vistas por separado se han encontrado nocivas para
el sistema inmunoldgico, por lo que en este estudio nos centramos justo en esta
poblacion de alto riesgo.

El estudio del sistema inmunolégico es muy amplio, pero 2 son los objetivos
principales cuando lo estudiamos, establecer el numero y la funcionalidad celular.
Actualmente no se cuenta con recomendaciones estandarizadas acerca de los
estudios de laboratorio que se requieren para evaluar al sistema inmunoldgico y
mucho menos en niflos con del22q11.2; el estudio del sistema inmunoldgico puede
ser tan simple o complejo como nosotros decidamos dependiendo de la alteraciones
que estemos sospechando en un individuo. Nuestra variable, “perfil inmunolégico”
la construimos con 4 puntos especificos que se analizaron por separado: Numero
de poblaciones leucocitarias, numero de subpoblaciones linfocitarias, niveles de
Inmunoglobulinas y numero de TRECSs; las 3 primeras enfocandonos al numeroy la
ultima a la funcionalidad; la decision para la inclusion de estas pruebas en se realizé
con base en las recomendaciones actuales para el abordaje de nifios con sospecha
de inmunodeficiencia, traspolando dicha informacion a nuestra poblacion de
estudio. En un inicié se contemplé medir también respuestas celulares a distintos
estimulos midiendo proliferacion celular a diferentes mitégenos como hioscina y
fitohemaglutinina, con la finalidad de estudiar la funcionalidad de forma mas
consistente; sin embargo debido a problemas con la estandarizacion de la técnica y
a la dificultad inherente a la realizacion de dichas pruebas en este estudio no
pudimos incluir estas variables que en un inicio estaban contempladas, aunque
formaran parte la linea de investigacion que se aperturé a partir de esta pregunta
de investigacion.

En cuanto al numero celular, nosotros observamos una cantidad similar de
leucocitos totales en los pacientes con del22q11.2 operados y no operados, sin
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embargo la cuenta de linfocitos totales se encontraba con una tendencia a numeros
menores en el grupo con reseccion aunque sin llegar a valores anormales para la
edad. Al comparar nuestras cifras con las de Halnon et al*! y Eysteisdottir et al*’,
observamos resultados similares a los descritos por ambos autores y al igual que
este ultimo encontramos una tendencia hacia un mayor numero de neutrdfilos en el
grupo con timectomia. La proporcién neutréfilos/linfocitos (NLR) se encontré mas
alta en el grupo con timo (Mediana 2.01 IQR 1.04 a 2.59) vs pacientes sin timectomia
(Mediana 1.19 IQR 0.91 a 1.45), lo que pudiera reflejar de acuerdo a algunos
autores una mayor inflamacion en el grupo de estudio, compatible con el estado de
disregulacion de células autoreactivas. ElI NLR ha sido utilizado como un
biomarcador y factor prondstico para una gran variedad de condiciones médicas,
particularmente en sindrome de delecidn 22g11.2 el incremento de este marcador
se ha visto especialmente asociado a trastornos psiquiatricos principalmente
esquizofrenia, aunque sus valores como marcador prondstico tienden a ser mas
altos. ©'

Al momento de estudiar las subpoblaciones al igual que algunos autores #1-47:48:49
documentamos una tendencia hacia menores niveles de linfocitos CD3+, CD4+ y
CD8+ 476263 pero no asi en linfocitos B y NK informacion igualmente compatible con
estos autores, esta disminucion de cuentas linfocitarias se vio exacerbada en
aquellos nifos que habian sido sometidos a timectomia antes del afio de edad. El
mayor acervo de linfocitos T se produce a edades tempranas y si bien, se ha
observado que el timo contribuye durante toda la vida a la inmunidad celular, lo
cierto es que poco coopera después de la infancia temprana a menos que se
requiera una reconstitucion inmune, por ejemplo en individuos infectados por el virus
de inmunodeficiencia humana después del tratamiento con farmacos
antirretrovirales y en pacientes que reciben quimioterapia mieloablativa*®

La timectomia realizada antes de la madurez inmunoldgica puede provocar una
afectacion mas pronunciada de la respuesta celular, sin embargo el sistema
inmunoldégico en su afan de mantener una funcion adecuada incrementa la
replicacion periférica en reaccion a la disminucién de la produccion timica®® por lo
que algunos autores como Van Gent*>han encontrado que después de algunos
afnos post-cirugia los valores de linfocitos T CD3+, CD4+, y CD8+ tienden a
“normalizar” asemejandose mucho a aquellos sin timectomia. Al realizar nosotros la
comparacion en las cuentas leucocitarias en nifios menores de 8 y mayores de 8
afnos pudimos observar una ligera tendencia a esta normalizacion. A pesar de que
estas subpoblaciones linfocitarias pueden llegar a ser normales, la proporcién de
células de memoria incrementa mucho en relacién a las células T naive, lo que
condiciona inevitablemente una disminucion de la respuesta a “neoantigenos” %4
similar a la observada en la inmunosenesencia de los adultos mayores pero a
edades mucho mas tempranas.

Una de las limitaciones de nuestro proyecto es que no pudimos realizar un estudio
mas detallado de estas subpoblaciones linfocitarias para medir marcadores de
memoria y células T naive que pudiera aportar mayor informacion sobre el estado
inmunologico en el que se encuentran estos pacientes, sin embargo se ha iniciado
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una linea de investigacion mas amplia para poder llegar a entender mucho mejor
las interacciones inmunologicas en estos pacientes.

Sabemos que dada la naturaleza transversal de este estudio, los resultados aqui
plasmados, solo demuestran lo que ocurre en el momento de las mediciones
correspondientes a la valoracién, por lo que solo podemos establecer asociaciones
entre las variables de estudio sin poder establecer causalidad. El mejor método para
poder establecer causalidad en este caso seria el ensayo clinico, controlando la
intervencidn (reseccion de timo) y aleatorizando a los pacientes a uno u otro grupo
con seguimiento tanto a corto como largo plazo haciendo una correlacion con datos
clinicos sobre procesos infecciosos. Debido a las limitantes que tuvimos en cuanto
a presupuesto, personal e insumos por el momento no se pudo realizar este tipo de
abordaje en este grupo de estudio sin embargo el presente forma parte de una linea
de investigacion en el cual ya se tiene aceptado y se esta iniciando este tipo de
abordaje.

En el presente estudio, solo se incluyeron pacientes con diagndstico de la delecion
que contaran con FISH positivo, ya que es el método diagndstico al que por el
momento tuvimos acceso, por lo que no se pueden generalizar los resultados para
aquellos pacientes con del22q11.2 con FISH negativo pero MLPA o estudio de
microarreglos positivo.

La presencia o ausencia de timo fue valorado mediante ultrasonido por un radiélogo
especializado en este tema, sin embargo conocemos la caracteristica inherente a
este tipo de estudios de ser operador dependiente. Sélo valoramos la presencia o
ausencia de timo en posicidn habitual, comparandolo con los distintos valores de
funcion linfocitaria obtenidos, no se realizaron inferencias respecto al tamafo timico
ni la posible repercusién sobre los resultados.

En cuanto a los niveles de TRECs, encontramos que nuestra poblacion en general
contaba con una tendencia hacia una menor cantidad de estos circulos de escision
respecto a lo reportado en poblacion sana %56y que estos se correlacionaban de
forma negativa con los meses transcurridos desde la cirugia.

Se han observado diferencias en la afectacion de TRECs entre estos grupos por
otros autores, quienes han reportado que en pacientes a quienes se les preserva
parte del tejido timico presentan disminucibn de TRECs aunque en menor
proporcion que aquellos sometidos a una timectomia total,” 4’42 en nuestro caso
soélo incluimos pacientes con reseccion de timo y evidencia de falta del mismo en
estudio de ultrasonido, por lo que no pudimos evaluar esta diferencia en pacientes
con timectomia parcial.

Los resultados aqui plasmados concuerdan con lo reportado por otros autores, lo
que incrementa la evidencia de la presencia de alteraciones inmunoldgicas
secundarias a timectomia incidental, principalmente en cuentas linfocitarias y
numero de TRECs. En lo que respecta a la implicacion clinica de estos resultados,
nosotros no encontramos un incremento en el numero de infecciones u
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hospitalizaciones en el grupo sin timo, sin embargo hay que considerar que el mayor
tiempo transcurrido desde la cirugia hasta la inclusion al estudio fue de 12 afios lo
que refleja que al menos en corto tiempo nosotros no encontramos consecuencias
clinicas directas. Sin embargo, desconocemos la repercusion a largo plazo que
pudieran tener estas alteraciones inmunologicas detectadas en sangre.

El fenotipo inmunosenescente de los pacientes timectomizados se asemeja mucho
al que ocurre con el envejecimiento normal. A corto y medio plazo, la infeccion y la
autoinmunidad no parecen incrementar, sin embargo, los datos de seguimiento mas
largo disponibles en la literatura son de 18 afios después de la timectomia®? y en
pacientes que no tienen del22g11.2.

Sabemos que la timectomia afecta la inmunidad a largo plazo y sabemos también
que los pacientes con del22q11.2 poseen desde el nacimiento una inmunidad
alterada, sin embargo con este estudio no pudimos demostrar el efecto que tiene la
interaccidon de estas dos condiciones.

A pesar de que la cantidad de pacientes incluidos es pequena, este estudio es el
que cuenta con el mayor numero de pacientes con diagnostico de del22q11.2 en
relacion a los aspectos inmunoldgicos estudiados, sin embargos sus limitaciones
incluyen ademas de las ya mencionadas las relacionadas a la naturaleza transversal
de la investigacion y a la necesidad de recabar informacion sobre procesos
infecciosos de forma retrospectiva.

Los resultados que aqui mostramos, sugieren que se podria seguir subestimado el
impacto de la timectomia en la primera infancia. Diversos autores han recomendado
preservar la mayor cantidad de tejido timico durante la cirugia cardiaca*’-54%2 en
pacientes por lo demas sanos y principalmente en pacientes con intervencion en la
etapa neonatal; si bien en nuestro estudio encontramos s6lo una tendencia que
apoyaria dicha recomendacién, consideramos que sumamos una pequefa porcion
al entendimiento de las interacciones que se producen en este grupo de pacientes.
Tener una investigacion exhaustiva para evaluar las consecuencias clinicas de esta
practica, para la deteccion y clasificacion de procesos infecciosos, seria un recurso
valioso, al igual que una cohorte para estudiar la funcion linfocitaria de los sujetos
antes y después de la cirugia asi como su seguimiento a largo plazo.

Nuestros datos proporcionan datos relevantes sobre el impacto de la cirugia
cardiotoracica y la timectomia en la primera infancia en pacientes con del22q11.2;
la mayoria de los nifios con del22q11.2 sobreviven hasta la edad adulta y, por lo
tanto, es importante comprender las consecuencias a largo plazo de la timectomia
temprana mas aun en este grupo de pacientes vulnerables.

Los efectos inmunolégicos de la timectomia incidental pueden no ser evidentes
hasta varias décadas mas tarde pero esto no significa que no estén presentes y
pueden imitar una inmunosenescencia fisioldgica asociada con un aumento de
infecciones, autoinmunidad y neoplasias, aunque mucho tiempo antes de lo
esperado.
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XVIIl. CONCLUSIONES

Los pacientes con del22g11.2 que son sometidos a reseccion parcial o completa del
timo cuentan con una tendencia a menores indices linfocitarios y TRECs respecto
aquellos sin cirugia, esto se ve influido principalmente por la edad de la cirugia y el
tiempo transcurrido desde la misma. No encontramos diferencias entre ambos
grupos en numero de hospitalizaciones ni procesos infecciosos reportados en el
ultimo ano.

XIX. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio cumple con lo estipulado en el titulo segundo del Reglamento
de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud. Segun esta
ley vigente el estudio corresponde a la categoria Il (Investigacién con riesgo mayor
al minimo) ya que el obtener una muestra de sangre representa un riesgo agregado
a la salud, la informacion obtenida de los pacientes durante el estudio sera
mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores participantes.

A todos los tutores de los pacientes se les informara sobre los resultados obtenidos
en los estudios, a todos aquellos pacientes que cuenten con resultados alterados
en las variables estudiadas se les dara seguimiento en la consulta externa del
Servicio de Alergia e Inmunologia del HIMFG de acuerdo a la normativa de la
Institucion.
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XXIl. ANEXOS

Anexo 1. Valores de normalidad de Subpoblaciones linfocitarias

Tabla 23. Valores de normalidad. Linfocitos T CD3+

0-1 mes 2-6 meses 7-24 meses 3-5 ainos

55-82% 55-82% 55-82% 65-84%

3,000-5,000cel/uL  3,000-5,000cel/uL  3,000-5,000cel/uL  1,200-4,100cel/uL

6-10 anos 11-15 anos Femenino mas de Masculino mas de
16 anos 16 anos
65-84% 65-84% 59-85% 59-85%

1,200-4,100cel/uyL  1,200-4,100cel/uL ~ 770-4,000cel/uL 770-4,000cel/pL

Tabla 24. Valores de normalidad. Linfocitos T CD3+ CD4+

0-1 mes 2-6 meses 7-24 meses 3-5 anos
50-57% 50-57% 50-57% 27-57%
2,800- 2,800-3,900cel/yL  2,000-4,000cel/pL 560-2,700cel/pL
3,900cel/pL
6-10 anos 11-15 anos Femenino mas Masculino mas de
de 16 anos 16 anos
27-57% 42-58% 42-58% 42-58%

560-2,700cel/pL 560-2,700cel/pL 546-2,900cel/pL 546-2,900cel/pL

Tabla 25. Valores de normalidad. Linfocitos T CD3+ CD8+

0-1 mes 2-6 meses 7-24 meses 3-5 anos

8-31% 8-31% 8-31% 14-34%

350-2,500cel/uL 350-2,200cel/uL 350-2,200cel/uL 330-2,200cel/uL
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6-10 anos 11-15 anos Femenino mas de Masculino mas
16 anos de 16 anos

14-34% 14-34% 17-33% 17-33%

330-1,800cel/uL 330-1,800cel/uL 220-1,650cel/uL 220-1,650cel/pL
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Anexo 2. Hoja de recoleccidon de datos pacientes a incluir en el estudio

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Meédico que llena los datos Fecha

1. NOMBRE: :
1. 22qll
1. Si
ii. Control
2. Direccion

3. Cardiopatia
i. Si
ii. No
iii. Tipo de
Cardiopatia
4. Operado
i. Si iii. Fecha
Qx
ii. No
5. Hoja
quirurgica
REGISTRO:
TELEFONO 1
Edad en meses:

Fecha de nacimiento
Fecha de hoy
Peso a la inclusion
Talla a la inclusion
. IMC ala inclusién
10. Informante:
1. PADRE
2. MADRE
3. OTRO
11. ;Alguna vez ha estado hospitalizado su hijo por infeccion?
1. SI
2. No
3. Cuantas veces
12. Llene el siguiente cuadro:

00N AW
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Hospitalizaciones

Edad en
meses

Tiempo
de
estancia

Motivo

1. Infeccion de vias
respiratorias

Infeccion gastrointestinal
Infeccion de la piel
Meningitis

Infeccion de vias urinarias
Infecciones en otro 6rgano
Aislamiento

A ol

Infeccion de vias
respiratorias

Infeccion gastrointestinal
Infeccion de la piel
Meningitis

Infeccion de vias urinarias
Infecciones en otro 6rgano
Aislamiento

A o

Infeccion de vias
respiratorias

Infeccion gastrointestinal
Infeccion de la piel
Meningitis

Infeccion de vias urinarias
Infecciones en otro 6rgano
Aislamiento

A o

Infeccion de vias
respiratorias

Infeccion gastrointestinal
Infeccion de la piel
Meningitis

Infeccion de vias urinarias
Infecciones en otro 6rgano
Aislamiento

Nownbkwbd

13. ;Cuantas infecciones de vias respiratorias superiores (gripa, faringitis,

faringoamigdalitis) ha tenido su hijo en el Gltimo afio?
14. ;Cuantos eventos de diarrea a tenido su hijo(a) en el Gltimo afio?
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Anexo 3. Tecnica para la identificacion y recuentos absolutos de linfocitos
humanos t (cd3*), (cd3*cd4*) y (cd3*cd8*) en sangre total.

A partir de una muestra de 1 mL recolectada en tubo anticoagulado con EDTA se
realizara el siguiente procedimiento: el reactivo MultiTEST CD3 conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC), CD8 conjugado a ficoeritrina (PE), CD45
conjugado a la proteina peridinin clorofila (PerCP) y CD4 conjugado a aloficocianina
(APC) es un reactivo de inmunofluorescencia directa de cuatro colores para usarlo
con un citometro de flujo debidamente equipado para la identificacion y
determinacidn de los porcentajes y recuentos absolutos de linfocitos humanos T
maduros (CD3+), y las sub-poblaciones de linfocitos T supresores/citotoxicos
(CD3*CD8") y de colaboradores/inductores (CD3*/CD4") en sangre entera con los
eritrocitos lisados. Se utiliza con los tubos TruCOUNT los recuentos absolutos de
estas poblaciones y se pueden enumerar en un solo tubo.
Material y reactivos

1. Reactivo: MUltiTEST CD3 FITC, CD8 PE, CD45 PerCP, CD4 AP (BD No. de
catalogo 340491)
Solucion lisante FACS (1X)
Tubos VACUTAINER K3 EDTA para recoleccion de sangre
Agitador VORTEX
Micropipeta con puntas
Liquido de revestimiento (FACSFlow BD), No de catalogo 340398
Controles TruCOUNT (BD No de catalogo 340335)
7. Citdmetro de flujo: Modelo FacsCalibur 4 colores de Becton Dickinson. C

Ok wnN

Técnica de tincién

1) Para cada muestra de paciente (1 mL de sangre completa), se debe rotular
un tubo de TruCOUNT (se debe verificar que el sedimento de microesferas
del TruCOUNT este intacto y dentro del retenedor metalico al fondo del tubo)

2) Pipetear 20 uL del reactivo TriTEST CD3/CD8/CD45/CD4 al fondo del tubo.

3) Pipetear 50uL de sangre entera anticoagulada bien mezclada al fondo del
tubo. NOTA: Se debe evitar que la sangre descienda por las paredes del
tubo. Si se queda sangre entera en las paredes del tubo, no se tefira con el
reactivo.

4) Tapar el tubo y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle. Incubar
durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20° a 25°C)

5) Agregar 450 pL de solucion lisante FACS 1x al tubo.

6) Tapar el tubo y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle. Incubar
por 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20° a 25°C). La
muestra esta lista para ser analizada en el citometro de flujo.
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Anexo 4. Cuantificacion de circulos de escisidon del receptor de linfocitos t
(trecs) por PCR en tiempo real.

Purificacion de DNA.

La muestra de 5 mL de sangre con EDTA se centrifuga a 3000 rpm durante
20 minutos.

Se colecta la capa de leucocitos con ayuda de una pipeta pasteur y se
colecta en un tubo de fondo conico de 15 mL nuevo.

Se agregan 6 mL de la disolucion para lisar eritrocitos y se agita
vigorosamente en un agitador vortex durante 2 minutos.

Terminada la agitacidon se centrifuga el tubo durante 10 min a 3500 rpm.

Se elimina el sobrenadante y se agregan 500 (/L de la disolucion para lisar
eritrocitos se agita en vortex hasta resuspender el boton de células.

Se agregan 3 mL de disolucion de lisis de leucocitos y 20 [IL de proteinasa
K (10mg/mL), se agita vigorosamente en agitador vortex durante 1 minuto y
se deja incubar durante 2 horas a 55 °C.

Agregar 1 mL de disolucion para precipitar proteinas agitar por inversion
durante 20 segundos el tubo e incubar en el congelador durante 10 minutos.
Concluida la incubacion centrifugar el tubo a 3500 rpm durante 10 minutos y
colectar el sobrenadante y colocarlo en un tubo de fondo cénico de 15 mL
nuevo y limpio.

Precipitar el DNA agregando isopropanol al 100% en una relacion 1:1.
Agitar por inversion el tubo hasta que se observen la fibras del DNA y
centrifugar durante 5 minutos a 3500 rpm.

Decantar el sobrenadante y dejar secar el DNA a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

Para lavar el DNA agregar 1,4 mL de etanol al 70% vy trasladar el DNA a un
tubo para microcentrifuga de 1,5 mL nuevo y limpio.

Agitar por inversién durante 10 minutos y luego centrifugar por 10 minutos a
12 000 rpm eliminando el sobrenadante al concluir la centrifugacion.
Realizar un lavado mas y dejar secar durante 8 minutos a temperatura
ambiente.

Una vez seco el DNA resuspenderlo en 300 [ /L de regulador Tris/EDTA (TE)
pH=8,0, homogenizarlo con ayuda de una micropipeta.

Cuantificar y determinar la pureza del DNA por espectrofotometria tomando
las lecturas a 260, 280 y 230 nm.

Finalmente almacenar a 4°C hasta su uso.

Cuantificacion de TRECs por PCR tiempo real.

Para las reacciones de PCR tiempo real se implementaran un ensayo doble para
determinar simultaneamente la expresion del gen control/normalizador [J-actina y
los TRECs.
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Las mezclas de reaccién se prepararan de acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla 26. Mezcla de reaccion para la cuantificar por PCR tiempo real [-actina

y TRECs.
Reactivo Concentracién | Vol. ([IL)
Master Mix 2x 12.5
Iniciador [1-actina 20 pmol 1
F
Iniciador [1-actina 20 pmol 1
R
Iniciador TRECs F 20 pmol 1
Iniciador TRECs R 20 pmol 1
Sondas TagMan 20 pmol 1,5
DNA — 50 ng
H20 c.b.p. 25 []L
c.b.p.= cuanto baste para alcanzar el volumen indicado.

H20= agua
El programa de PCR se describe a continuacion en la siguiente tabla:

Tabla 27. Programa de PCR para amplificar al gen de [1-actinay TRECs.

Temperatura Tiempo .
A Ciclos
(¢C) (s)
95 600 1
95 15
60 60 45
60 60 1
4 o 1

Para cuantificar TRECs y [-actina se montaran las muestras por triplicado de cada
paciente y se usaran los valores de Ct promedio para referir dicho valor a la curva
de calibracion y asi obtener el numero de copias de TRECs y [-actina de cada
muestra.

Para normalizar los valores de la cuantificacion de TRECs se calculara el radio de
TRECs de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Radiotrecs= Copiastrecs/ Copias -actina
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Anexo 5. Carta de consentimiento informado

Carta de consentimiento informado
Proyecto de investigacion:
Perfil inmunolégico de pacientes con delecién 22g11.2 con timo y sin timo
por reseccion quirurgica y su relaciéon con la frecuencia de procesos
infecciosos.

Estimado madre y/o padre:
Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba,
ya que su hijo(a) tiene diagndéstico de sindrome de del22q11.2. Usted debe saber
que la participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria, de manera que
usted puede decidir no participar en mismo y en este caso no perderia ninguna
prestacion a la que tiene derecho en nuestro hospital.
JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
Los pacientes con sindrome de del22g11.2 pueden tener diversas alteraciones
como son las malformaciones del corazon, alteraciones para hablary tragar o ingerir
alimentos, malformaciones del paladar, etc. Los pacientes con dicho sindrome
también pueden presentar una afectacion del sistema de defensa de grado variable
que les provoque infecciones recurrentes de las vias aéreas, lo cual es debido a un
desarrollo inadecuado del timo, el cual es un 6rgano fundamental para el desarrollo
y maduracion de varias células del sistema de defensa de nuestro organismo.
OBJETIVO DEL ESTUDIO
La presente investigacion pretende conocer el perfil inmunoldgico de pacientes con
delecién 22q11.2 con timo comparandola con pacientes con delecién 22q11.2 sin
timo por reseccion quirurgica para entender mejor la interaccion entre estos dos
eventos y si existe una afectacion a la inmunidad de su hijo (a)-.
PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO
Para este estudio necesitamos realizarle al (la) paciente una serie de preguntas
relacionadas a las infecciones de las vias respiratorias durante el ultimo afo y un
examen fisico completo. Ademas, se le tomara una muestra de sangre y un estudio
de ultrasonido del timo.
Las muestras seran obtenidas mediante el siguiente procedimiento:
Obtencion de la muestra sanguinea.

1. Se explica detalladamente el procedimiento al paciente y/o familiar.

2. Bajo condiciones higiénicas optimas, se coloca el brazo extendido y se

selecciona la vena por palpacion preferentemente en el antebrazo.
3. Se tomaran 7ml de sangre aproximadamente.
4. La muestra sanguinea sera almacenada a temperatura ambiente para su
analisis posterior de las células del sistema de defensa.

Riesgos y molestias
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Los posibles riesgos de la toma de muestra sanguinea son molestia leve en el sitio
de puncion, formaciéon de moretones, hemorragia, infeccidén o cicatriz. En caso de
presentarse algun dafo causado por la investigacion, los costos del tratamiento
seran cubiertos por el fondo asignado a la misma.

Ultrasonido del timo

Es un estudio de imagen que se realiza en el departamento de Radiologia de
nuestro hospital, por parte de médicos certificados en el mismo y consiste en la
medicion del timo mediante un equipo de ultrasonido a nivel de la parte anterior del
torax. Se le pedira a su hijo(a) que se acueste, que se descubra la parte superior
del pecho y mediante un pequeno aparato que se aplica en la superficie de la piel y
gel se le haran las mediciones del timo.

Riesgos y molestias

El ultrasonido no causa ninguna molestia o dolor, ni tampoco significa una fuente de
radiacién, por lo cual es un procedimiento practicamente libre de incomodidades.
BENEFICIOS

Su colaboracion permitira obtener conocimiento del grado de afectacion de varias
células del sistema inmunoldgico de su hijo (a) y tal vez ayudara a otras familias que
presenten problemas similares en un futuro, y en caso que lo amerite, permitiria su
inicio de tratamiento oportuno. Debido a que la informacidn que se recabe es
absolutamente confidencial y con fines de investigacion, usted debe saber que no
daremos a conocer ninguna informacion acerca de su hija(o), sin su consentimiento.
COSTOS

La toma de muestras de sangre, el ultrasonido del timo, asi como cualquier consulta
que usted tenga con el médico para hablar del estudio de investigacion no tendran
ningun costo.

Usted tiene la garantia de recibir respuesta a sus preguntas y aclaracién a cualquier
duda acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados
con la investigacion. Si este fuera el caso, debera comunicarse con los médicos
responsables (Dra. Elsy Maureen Navarrete Rodriguez y Dra. Blanca del Rio
Navarro) de la investigacion, teléfono 52 28 99 17 ext. 2150 (oficina de Alergia).
Ademas, en caso de aceptar de participar en el protocolo usted puede dejar de
hacerlo en cualquier momento durante la realizacion del mismo, sin que se vea
afectado su derecho de recibir atencion en nuestra institucion.

Los resultados del estudio seran proporcionados al familiar responsable en forma
oportuna, a pesar de que podria alterar su voluntad para continuar participando en
el mismo.

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

Por este medio, otorgo mi consentimiento para participar en el estudio, sin
que haya de por medio coercion alguna.

México, D.F. a de de

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre

66



Nombre y firma de testigo 1
Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador
Responsable

Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente
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Anexo 6. Carta de Asentimiento informado

Carta de asentimiento informado para pacientes
Proyecto de investigacion:

Perfil inmunolégico de pacientes con delecién 22g11.2 con timo y sin timo
por reseccion quirurgica y su relaciéon con la frecuencia de procesos
infecciosos.

Estimado paciente:

Por medio de esta carta, te invitamos a participar en el estudio mencionado arriba,
debes saber que participar en esta investigacion es totalmente voluntario, por lo que
si decide no participar no habra ningun problema.

Ninguna informacién sera dada a nadie sin tu consentimiento.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los pacientes con la enfermedad que tu tienes, pueden tener problemas con sus
defensas y enfermarse constantemente de la garganta, ademas hay algunos nifios
que posterior a la cirugia del corazén pueden tener mas problemas de infecciones.
OBJETIVO DEL ESTUDIO

Queremos conocer comparar como funcionan las defensas con pacientes con tu
enfermedad que hayan sido operadas del corazén vs otras que no, para entender
mejor como funcionan las defensas en esta enfermedad.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Necesitamos preguntarte algunas cosas sobre las infecciones que te dan y si has
estado hospitalizado, te revisaremos completamente y te tomaremos una muestra
de sangre de 7ml y un estudio de ultrasonido del timo.

Riesgos y molestias

Los posibles riesgos de la toma de la sangre son molestia leve en el sitio de puncion,
formacion de moretones, hemorragia, infeccidn o cicatriz.

Ultrasonido del timo

En este estudio te pediran que te acuestes y descubras la parte superior del pecho
y mediante la aplicacién de un pequefio aparato en la superficie de la piel y gel se
te haran las mediciones del timo.

Riesgos y molestias

El ultrasonido no causa ninguna molestia o dolor.

BENEFICIOS

Tu colaboracion permitira conocer como estan tus defensas y ayudara tanto a ti en
el caso que lo necesites como a mas pacientes con tu misma enfermedad.
COSTOS
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La toma de muestras de sangre, el ultrasonido del timo, asi como cualquier consulta
no tendran ningun costo.

Si tienes alguna duda puedes comunicarte con los médicos responsables de la
investigacion (Dra. Elsy Maureen Navarrete Rodriguez y Dra. Blanca del Rio
Navarro) al teléfono 52 28 99 17 ext. 2150 (Oficina de Alergia). Ademas, en caso de
aceptar su participacioén en el protocolo tu puedes dejar de participar en cualquier
momento durante la realizacion del mismo, sin que se vea afectado tu derecho de
recibir atencion en nuestra institucion.

Te sugerimos que conserves una copia de este documento para consultarla si es
necesario.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad
de discutirlas y de hacer preguntas.

Por este medio, _ otorgo mi asentimiento para participar en el estudio.

México, D.F. de de

Nombre y firma del paciente

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

Nombre y firma del investigador
Responsable
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