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ABREVIATURAS

e CCN: células de la cresta neural

e CGH: hibridacién gendmica comparativa

e COMT: catecol-O-metiltransferasa

e DGP: diagnéstico preimplantacional

e DPNI: deteccion fetal no invasiva

e FGF10: Factor de crecimiento de fibroblastos 10

e FGF8: Factor de crecimiento de fibroblastos 8

e FISH: hibridacién in situ

e GBX2: gastrulation brain homeobox 2

e HIRA: histone cell cycle regulation defective homolog A

e HUMS: hospital Universitario Miguel Servet

o LCR: low copy repeats

e MLPA: multiplex ligation-dependet probe amplification (amplificacion multiple
mediante sondas ligando-dependientes)

e NAHR: recombinacién homéloga no alélica

e P95: Percentil 95

o PITX2: paired like homeodomain 2

e PRODH: proline dehydrogenase

e SDG: sindrome de DiGeorge

e TBX1: T-box transcription factor 1

e TN: translucencia nucal

e UFDI1L: ubiquitin fusion degradation 1-like



RESUMEN

El sindrome de DiGeorge (SDG), presenta una incidencia global de 1:4000-6000 nacidos
vivos, y estd causado por una microdelecién en heterocigosis, que afecta a la region
cromosémica 22q11.2. Dicha anomalia, se produce en la mayoria de los casos como
mutacion “de novo”, y con menos frecuencia, es heredada con un patrén autosémico
dominante.

La haploinsuficiencia de cierto nimero de genes incluidos en la region critica,
especialmente de TBX1, origina anomalias en la migracién de las células de la cresta
neural durante el desarrollo embrionario, afectando especialmente al desarrollo y
diferenciacién del tercer y cuarto arcos faringeos, y a la formacion de sus érganos
derivados.

Las manifestaciones fenotipicas caracteristicas de este sindrome, consisten en un
cuadro clinico en que confluyen: una inmunodeficiencia debida a aplasia/hipoplasia
timica, una hipocalcemia por hipoparatiroidismo, y distintas malformaciones cardiacas
(tetralogia de Fallot, interrupcién del arco adrtico, comunicacion interventricular, etc.)
Estos trastornos puede encontrarse asociados a malformaciones faciales (insuficiencia
velofaringea, labio leporino, etc.), alteraciones del desarrollo psicomotor, retraso de
crecimiento, alteraciones renales, pérdida de audicion y enfermedades psiquiatricas
(trastorno por déficit de atencion-hiperactividad, esquizofrenia, autismo, etc.).

Sin embargo, este sindrome presenta una gran variabilidad fenotipica, y diferentes
grados de expresividad, inter e intrafamiliar. Tanto es asi, que en algunos casos puede
ser incompatible con la vida, y en otros, su diagnostico pasa desapercibido.

Palabras clave: Sindrome de DiGeorge, leve expresividad, inmunodeficiencia,
malformaciones conotruncales, cresta neural, TBX1, arcos faringeos, FISH, MLPA.



ABSTRACT

DiGeorge syndrome (DGS), presents a worldwide incidence which is estimated at
1/4,000-1/6,000 live births, and it’s caused by a hemizygous microdeletion at a
location designated 22g11.2. This abnormality occurs, mostly as a "de novo" deletion
and is less frequently inherited in an autosomal dominant pattern.

The Haploinsufficiency of a certain genes included in the critical region and, specifically
TBX1, cause abnormalities in the processes of formation, migration and
differentiation of the cells located in the neural crest during the embryonic
development, affecting specially the third and fourth pharyngeal arches, as well as the
organs resulting therefrom.

The characteristic phenotypical manifestation of this sindrome, consists of a clinical
picture in which several elements such as immune deficit is caused by hypoplasia or
aplasia of the thymus gland, hypocalcemia arising from parathyroid hipoplasia, and
outflow tract defects of the heart (tetralogy of Fallot, interrupted aortic arch,
ventricular septal defect, etc.) appear together, and are frequently associated with
dysmorphic facial appearance, learning problems, developmental delay, renal
anomalies, ans psychiatric disordes.

However, this syndrome presents a considerable phenotypical variety as well as
differents expressivity levels, to such extent that in some cases is incompatible with
life or its diagnosis can go unnoticed.

Keywords: DiGeorge syndrome, Velocardiofacial syndrome, immunodeficiency,
expression varibility, conotruncal cardiac defects, neural crest, TBX1, pharyngeal
arches, FISH, MLPA,expresividad variable.


https://en.wikipedia.org/wiki/Autosomal_dominant

PLANTEAMIENTO

Presentamos un caso clinico, aportado por el Servicio de Bioquimica y Genética
Médica del Hospital Universitario Miguel Servet. Su interés radica especialmente en
que, a raiz del diagndstico de afectacion fetal por sindrome de DiGeorge (SDG) durante
los estudios prenatales, pudo llevarse a cabo un diagndstico tardio en la gestante, a
los 37 afios de edad.

A partir de este caso se revisan los aspectos fisiopatoldgicos, clinicos y diagnésticos del

SDG, haciendo especial referencia a la variabilidad en la expresién fenotipica y los
problemas que puede plantear.

CASO CLINICO

Se trata de una paciente de 37 afios, procedente de Europa del Este, sin antecedentes
familiares de interés y con antecedentes personales de una intervencidén quirdrgica por
fisura palatina, a los 9 meses de vida. Citada en Consulta de Ginecologia y Obstetricia
del Hospital Universitario Miguel Servet, en Abril de 2009 , para seguimiento de su
embarazo.

En la semana 13+2 de gestacién, se le practicé una ecografia de control. En dicha
ecografia llamaba la atencién, un valor de translucencia nucal (TN) de 3,1mm (superior
al P95). Como consecuencia de este hallazgo, se decidié un seguimiento mas estrecho
y se le derivd al Servicio de Diagndstico Prenatal del HUMS, realizando una nueva
ecografia en la semana 16. En ella se siguid observando una TN>P95 y no se
visualizaron las cuatro cdmaras cardiacas, por lo que se sospechd una cardiopatia
grave y un defecto genético importante.

Dados estos hallazgos, se planted a la paciente llevar a cabo una amniocentesis, que
permitiera la realizacién de un cariotipo y un analisis de hibridacién in situ (FISH) a
partir de células fetales.

En la semana 17+2 se realizd dicha prueba bajo control ecografico, obteniendo
muestra de liquido amnidtico para estudios citogenéticos y moleculares, y
confirmdndose los mismos hallazgos en cuanto a la imagen, con una alta sospecha de
tetralogia de Fallot.

A partir del liquido amniético, se realizé la hibridacién in situ (FISH) en amniocitos sin
cultivar observando, con la aplicacién de las sondas correspondientes a la regidn



22q11.2, la presencia de “una sola sefial positiva en el cromosoma 22, lo que indica
gue existe una microdelecion para el locus examinado” con una fiabilidad del 98%.

Posteriormente, en el estudio citogenético en amniocitos tras cultivo, se observé
igualmente “una sola sefial positiva en el cromosoma 22 (Fig. 1), lo que indica que
existe una microdelecién para el locus
examinado. Férmula cromosdmica: 46
XY. ish del (22) (q11.2911.2)(D22S75-),
gue se corresponde con una cariotipo
masculino afecto” compatible con el
sindrome de DiGeorge, con una
fiabilidad del 99%.

Fig. 1: FISH en células amnioticas en metafase,
con sonda para microdelecion de DiGeorge.

Fuente: Servicio de Bioquimica y Genética Médica
del HUMS.

Se aconsejd por tanto realizar el estudio citogenético a ambos progenitores, con el fin
de realizar una correcta valoracién del riesgo de recurrencia, y proporcionar un
adecuado asesoramiento genético, en vista a posibles futuras gestaciones. Este estudio
es aconsejable, ya que, a pesar de tratarse de una mutacién de novo en el 90% de los
casos, existe otro 10% en los que la patologia es heredada con un patron autosémico
dominante, con alto riesgo de recurrencia.

Tras el estudio a partir de muestras de sangre periférica tanto del padre como de la
madre, se obtuvieron los siguientes resultados:

- El estudio citogenético paterno en sangre periférica, fue completamente
normal. Todas las metafases examinadas, tras cultivo de linfocitos, presentaban 46
cromosomas, no observandose alteraciéon de tipo estructural. Los resultados
obtenidos tras la aplicacidon de técnicas de FISH demostraron la presencia de dos
sefiales positivas de las metafases examinadas, lo que indica que NO existen
microdeleciones para el locus examinados (Formula cromosémica: 46, XY.ish
22q11.2 (D22S75x%2)

- En el estudio citogenético materno en sangre periférica, se observé una sola
sefial positiva en el cromosoma 22, lo que indica que existe una microdelecién
para el locus examinado. La paciente es portadora de la delecién 22q11.2
compatible con un sindrome de DiGeorge (Férmula cromosémica 46, XX.ish del
(22)(911.2911.2)(D22S75-), que se corresponde con un resultado “femenino
afecto”). Por lo tanto la mutacidon que aparecia en el feto, no se trataba de una
mutacion de novo, sino que fue trasmitida por parte materna.



Una vez conocida esta situacion, sabemos que el riesgo de transmision a la
descendencia es del 50%, dependiendo de que el gameto contenga o no la alteracidn.
Se informé a la pareja de este riesgo y se le ofrecid la opcidn de realizar un diagnéstico
prenatal o preimplantacional en futuros embarazos.

También se propuso y se realizd el estudio en los dos hermanos varones de la
paciente, de menor edad y asintomaticos, con resultados negativos para la delecién.

Revisando, a posteriori la historia de la paciente, se tomaron en consideracion los
datos recogidos en la historia clinica, especialmente la existencia de labio leporino
intervenido en la infancia. Ademas, se objetivaron dificultades de aprendizaje y leve
retraso en el desarrollo intelectual. Fenotipicamente, solo se objetivaron la presencia
de hendiduras palpebrales estrechas. Todos estos datos eran compatibles con
alteraciones derivadas de SDG aunque en grado leve , sin embargo no existian otros
antecedentes de alteraciones mucho mds comunes vy tipicas, como serian la
cardiopatia congénita, la hipoplasia timica, el hipoparatiroidismo, las alteraciones
renales e inmunoldgicas, y otras alteraciones analiticas.

En conclusidon, como determinaron las pruebas citogenéticas y el FISH, y en
consonancia con las caracteristicas fenotipicas de la paciente, concluimos que se trata
de un sindrome de DiGeorge de leve expresividad.



ARTICULO DE REVISION: SINDROME DE DIGEORGE

1. HISTORIA Y EPIDEMIOLOGIA

La ausencia congénita de timo y glandula paratiroides, fue descrita en 1968, por el Dr.
Angelo M. DiGeorge, pediatra y endocrino estadounidense. Mas tarde, se afiadieron a
este fenotipo las anomalias cardiacas, y el sindrome fue llamado “Sindrome de
DiGeorge” (SDG).>®

Presenta una incidencia de 1:4000-6000 nacidos vivos y es una rara alteracion, que en
el 90% de los casos corresponde a una microdelecion del brazo largo (q) del
cromosoma 22 en la porcion 11.2, mientras que en el 10% restante puede originarse
por otras deleciones o mutaciones puntuales, sugiriendo una heterogenicidad genética
y la existencia de otros loci que determinan el mismo fenotipo.

El SDG, puede afectar a muchos érganos y sistemas, dando lugar a alteraciones
cardiacas, anomalias palatinas, dismorfias faciales, alteraciones en el desarrollo
psicosocial, dificultades en el aprendizaje, etc., siendo las mds caracteristicas la
inmunodeficiencia por déficit de células T y la hipocalcemia, aunque presentando una
importante heterogeneidad clinica.®

Se consideraba, que este amplio espectro fenotipico, constituia diferentes entidades
clinicas (sindrome de DiGeorge, sindrome velocardiofacial, sindrome cardiofacial) pero
actualmente se sabe, que son etioldgicamente idénticas y son denominadas como DS
22q11.2. También se consideran equivalentes las entidades conocidas como sindrome
de Takao (en el que predominan las alteraciones cardiacas), sindrome de Shprintzen
(con predominio de las malformaciones craneofaciales y palatinas) o CATCH 22 (que
agrupa a aquellos sindromes cuya etiologia reside en el cromosoma 22, y que
presentan: Cardiac Abnormality, Abnormal facies, T cell deficit, Cleft palate,
Hypocalcemia, 22q11 deletion).%13

La variabilidad en la expresiéon clinica de SDG es tan grande (se han descrito mas de
180 defectos distintos) que el diagndstico de este sindrome puede pasar
desapercibido, especialmente si el grado de afectacién es leve o faltan las

caracteristicas fenotipicas principales.>*®8

Tanto la heterogeneidad genética como la variabilidad clinica, pueden ser motivo para
que la verdadera incidencia del sindrome haya sido infraestimada.



2. FISIOPATOLOGIA

2.1. Desarrollo embriolégico

Se sabe, que las estructuras embrioldgicas relacionadas con el sindrome de DiGeorge,

son fundamentalmente el 3er y 42 arcos y bolsas faringeas.

Entorno al dia 23 de la embriogénesis, se produce la fusién de los pliegues neurales,

diferencidndose tres estructuras: ectodermo de superficie, tubo neural y cresta neural

(fig. 2). Las células de esta cresta neural (CCN), migran desde las regiones del

prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo de la CN, hacia los nucleos de los arcos

faringeos, y la region facial (fig.3), siendo fundamentales para la formacién de dichas

estructuras.1012

o — Ectodermo de superficie

Cresta neural

:———’—’ Células de la cresta neural
-

Tubo neural

Notocorda

Fig. 2: Formacion del tubo neural y migracion de
las CCN. Fuente: Carlson B.M. Cresta neural.
Embriologia humana y biologia del desarrollo.

Fig. 3: Rutas migratorias de las CCN desde las regiones
del prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo, hasta los
arcos faringeos y la cara. Fuente: Sadler TLangman J.,
2012, Langman's medical embryology.

Los arcos faringeos se originan durante la 42-52 semana del desarrollo, y estan

formados, por un nucleo de tejido mesenquimatoso y CCN, y recubiertos por un

Arteria
Nervio

epitelio endodérmico en la parte interna y otro
ectodérmico en la externa(fig.4). Estos arcos, se
encuentran separados por unas hendiduras
faringeas (formadas por evaginaciones del

Ot ~weotwinges | €Pitelio ectodérmico) y por las bolsas faringeas

Bolsa taringea
ng 2°arco

Ectodermo ——— ;

Endodermo —
e Abortura laringea

Médula espinal

Henddurataringea | (originadas de las evaginaciones del epitelio
e endodérmico), que dan lugar a una serie de
érganos importantes.

Fig. 4: Seccion transversal de los arcos faringeos. Fuente:
Sadler TLangman J., 2012, Langman's medical embryology.
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Para el desarrollo de los érganos derivados de las bolsas faringeas, son fundamentales
las CCN, que intervienen en el aporte de mesénquima, al que migrara el endodermo
desde las bolsas faringeas, y gracias al cual se forma un tejido conectivo, muy
importante para la correcta formacién de estos drganos derivados de las bolsas.*?

Las bolsas faringeas que mas interesa estudiar en el SDG son:

e 32 bholsa faringea: durante la quinta semana de desarrollo, el epitelio de la

region dorsal de dicha bolsa, se diferencia en la glandula paratiroidea inferior,
y la region ventral, forma el timo (fig. 5). Ambos primordios glandulares
pierden su conexién con el epitelio endodérmico. El timo migra en direccién
caudal y medial, arrastrando con él la glandula paratiroidea inferior (fig. 5),
hasta su posicién final en la parte anterior del térax donde se fusiona con su
homoélogo del lado opuesto. Por otra parte, la gldndula paratiroidea inferior, se
dirige hacia la superficie dorsal de la glandula tiroidea (fig. 5).

De esto se deduce, que en el caso de un paciente con SDG, encontraremos un
defecto tanto en el desarrollo de las glandulas paratiroides, como del timo, por
afectacion de la 32 bolsa, como consecuencia de una alteracién en la migraciéon
del tejido glandular.1112

e 42 bolsa faringea: a partir de ella se forma la glandula paratiroidea superior.

Esta pierde el contacto con el epitelio endodérmico de la pared faringea, y se
une a la superficie dorsal del tiroides, migrando en sentido caudal (fig. 5). La
parte ventral de la cuarta bolsa origina el cuerpo ultimo-branquial, que se une
posteriormente al tiroides (fig. 5). Esta estructura origina las células
parafoliculares o células C de la glandula tiroidea, encargadas de la secrecién
de calcitonina (hormona que participa en la regulacidn de calcio sérico).

Como en el caso anterior, puede deducirse que en el SDG, se producirdn
diferentes grados de hipocalcemia, debido al hipoparatiroidismo como

consecuencia de un anormal desarrollo de la cuarta bolsa faringea.1?

Como se ha dicho, las células de la cresta neural también son imprescindibles para la
formacién de la mayor parte de la region craneo-facial, de manera que la alteracion en
la migracién de dichas células, provoca malformaciones craneofaciales graves, como
ocurre en el SDG, donde observamos alteraciones en la formacion labio-palatina
(fisura palatina, incompetencia velofaringea, etc.), ademas de otras alteraciones
faciales (nariz alargada con raiz prominente, orejas de implantacién baja con lébulos
hipoplasicos, fisuras palpebrales estrechas, telecantos, retrognatia, etc.).°
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Bolsa ciego auditivo externo
faringea | N
i Trompa auditiva
Hendldpra i
branquial |

(hiomandibular)

Foramen
Primordio / mego
tiroideo 3 ‘
Amigdala palatina :
en la pared de la :
bolsa faringea Il ' :\ Linea

de descenso
de la glandula
tiroides

Seno cervical -
Paratiroides IlI \\
&)

e ————-—-

Paratiroides IV

4

Timo IV Cuerpo
(\:;ns?igial) posbranquial
Cuerpo Paratiroides Il
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Fig. 5: Origen embrionario y recorrido de los primordios de las glandulas derivadas de las bolsas
faringeas. Fuente: Carlson B.M. Cresta neural. Embriologia humana y biologia del desarrollo.

Ademas, las CCN también contribuyen a la formacidn de las almohadillas endocardicas
conotruncales, imprescindibles para la separacién del infundibulo del corazén hacia los
canales pulmonar y adrtico, y cuyo defecto puede dar lugar a troncos arteriosos
persistentes, tetralogia de Fallot o transposicién de grandes vasos, defectos que
observamos en los pacientes con SDG en un gran nimero de casos.*?

Como conclusién, puede determinarse, que los defectos presentes en el sindrome de
DiGeorge, se originan por una alteracidon en la migracidon de las células de la cresta
neural, que contribuyen no solo a las alteraciones craneofaciales y cardiacas, sino
también a los defectos en la formacidn timica y paratiroidea.'®1?
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2.2. Genética

2.2.1. Anomalias citogenéticas

El sindrome de DiGeorge estd causado por la supresiéon de una de las copias de la
region cromosdmica correspondiente a parte de la sub-banda 11.2 del brazo largo (q)
del cromosoma 22. En la mayoria de los casos (85-90%), se trata de una delecién de 3
Mb en dicha region cromosémica (denominandose delecidn tipica), mientras que los
casos restantes (10%) presentan una delecién proximal algo menor de 1.5 Mb
(deleciédn proximal atipica).!® Existen ademds un pequefio numero de casos, que
muestran otras deleciones atipicas fuera de esta regidon o bien otras alteraciones
genéticas como mutaciones puntuales del gen TBX-1.%°

Por tanto, las anomalias genéticas mds comunes, son pequefias deleciones que se
presentan en heterocigosis. Reciben el nombre de microdeleciones, ya que su tamafio
es demasiado pequeiio para que puedan detectarse en un cariotipo convencional
(cuya resolucion es de aproximadamente 5 Mb), requiriendo otras técnicas para
ponerlas de manifiesto.

Son causadas por procesos de recombinacién homologa no alélica (NAHR), mediadas
principalmente por la presencia, entorno a esta sub-banda de la regién 22qll, de
regiones con repeticiones con bajo numero de copias (LCR, low copy repeats). Estas
regiones LCR, confieren gran inestabilidad a la regidn cromosémica 22gl11, siendo

diana de una gran numero de reordenamientos
gendmicos de novo. Dentro de esta regidn
observamos (Fig. 6): 4 LCR proximales (LCR-A, LCR-B,

LCR-C Y LCR-D) localizados desde el centromero al

teldmero, y son los que con mayor frecuencia, estan

involucrados en los reordenamientos recurrentes de
22g11.2 que conducen al SDG y 4 LCR distales (LCR-E,
LCR-F, LCR-G, LCR-H) que rara vez se han asociado
con deleciones.”

Fig. 6: Vista esquemadtica del cromosoma 22. Posiciéon de las
regiones LCR en 22ql11.2. LCR, repeticiones de bajo numero de

copias; TDR, region tipicamente deletada. Fuente: Hacthamdioglu B et
al, 2015, 22q11 deletion syndrome: current perspective.

El modelo que explica el origen de la deleciéon, se basa en el alineamiento
intercromosdmico erréneo durante la Meiosis | de los cromosomas homélogos, siendo
las regiones LCR las responsables de dicho error. Como consecuencia del crossing-over

13



3 ~ en estas zonas de alineamiento, tiene lugar

< X los eventos de delecion y duplicacidon
@ () DesigualCrosssingOver | Lachnsables de las alteraciones (Fig. 7).

Fig. 7: Representacion grafica de recombinacién

homdloga no alélica (NAHR). Las regiones LCR (cajas azules

y blancas) proporcionan un sustrato para la NAHR, debido

a un crossing-over intercromosémico entre las LCR de

+ i cromosomas (a) causando duplicacién (b) o delecién (c).

e Delecion Fuente: Carpeta Sdnchez S., 2014, Estudio citogenético y

c cen\, ' molecular de pacientes con fisura labio y/o palatina y
' A4 sospecha de sindrome de delecion 22q11.2.

v  Duplicacion

~ — . e— —

Este mecanismo, seria el responsable de la aparicién de la mutacién de novo, dando
lugar a la anomalia cromosémica y por tanto al sindrome, aproximadamente en un 85-
90% de los casos. Estos pacientes con mutacién de novo, han recibido un cromosoma
22 con la microdelecion, a través del gameto paterno o materno. Sin embargo como
esta alteracién se origina durante la meiosis, ni uno ni otro progenitor son portadores
de la misma en sus células somaticas, y, evidentemente, no son enfermos. Por otra
parte, en el 10-15% restante de los casos, la delecién si se hereda de uno de los dos
progenitores, que a su vez la presentan en sus células somaticas, independientemente
de las manifestaciones fenotipicas que presenten.

En conclusidn, se trata de un trastorno, que sigue un modelo de herencia autosémico

dominante, pero caracterizado por la alta tasa de mutaciones de novo y la
expresividad variable.

2.2.2. Anomalias génicas

Las deleciones de la regidon 22g11.2 afectan a la carga génica de cerca de 40-60 genes,
cuando la pérdida es de 3Mb, y de aproximadamente 30 genes cuando esta es de 1,5m
Mb.>7 La delecidn mds comun de 3Mb, descrita en el 85-90% de los individuos, se
extiende desde la LCR-A a LCR-D e
incluye TBX1, un gen considerado

% D22575 - N25

g8 : “ . responsable de caracteristicas

tipicamente asociadas a anomalias

| Delecién tipica de3 Mb |

Delecion atipica provimal 2mb__| cardiacas conotruncales, aplasia o
Mlll"“i hipoplasia timica y paratiroidea, y otros
elecion proximal
elecion distal defectos propios del SDG (Fig. 8). >7°

Fig. 8: Representacion esquematica de la region 22q11.2. Ubicacion de los LCR y de las deleciones descritas en
dicha region. Fuente: Carpeta Sdnchez S., 2014, Estudio citogenético y molecular de pacientes con fisura labio y/o
palatina y sospecha de sindrome de delecion 22q11.2.
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Asi pues, hasta 40-60 genes han sido vinculados con el fenotipo 22q11DS, siendo
algunos de ellos:

a) Gen TBX1: es uno de los genes mds importantes, presentandose como
candidato principal para este sindrome.

El gen TBX1, codifica un factor de transcripcion (el T-box transcription factor
TBX1), que pertenece a la familia T-Box. Se trata de una familia de factores de
transcripcion, distribuidos cada uno de ellos en diferentes loci a lo largo del
genoma humano (TBX-1, se encuentra en el cromosoma 22). Todos ellos
comparten un dominio de unién de DNA (cuya secuencia es 5 -TCACACCT-3’)
conocido como dominio T-box. Tienen una funcién tanto represora como
activadora del ADN, teniendo un papel fundamental en la migracion vy
diferenciacién celular, y el desarrollo de tejidos especificos. También estdn
relacionados con la interpretacion de sefiales de los genes Hox (algunos de los
cuales, Hoxb 2 y 3, intervienen en el desarrollo de la tercera y cuarta bolsa
faringea).?%!

Como se detallard mas adelante, las investigaciones hechas en ratones han
demostrado que la homocigosis (Tbx1 -/-) para la mutacién en TBX1, muestra
caracteristicas similares a las del sindrome de delecién 22q11.2. El primer arco
faringeo se forma de manera anormal, el segundo arco es hipoplasico y el
tercero, cuarto y sexto arcos no son identificables. De esta manera, estos
animales presentan defectos conotruncales, caracteristicas faciales anormales,
fisura palatina, hipoplasia del timo y alteraciones de glandula paratiroidea.
Estos resultados dan evidencia probable, de que el gen TBX1 es el mayor
determinante genético en la etiologia del 22q11.2.%>17.20

Este gen, tiene una funciéon esencial en el desarrollo y la organogénesis
temprana, incluyendo la formacién de mesodermo y endodermo, y la
formacién de algunos érganos derivados de la cresta neural como la faringe y
especialmente el sistema cardiovascular. Su haploinsuficiencia (es decir, la
disminucion de la dosis génica, que resulta de la delecién del gen en
heterocigosis) ha demostrado ser responsable de muchas de las caracteristicas
fenotipicas presentes en el sindrome de Di George, por tanto, el gen TBX1

juega un papel critico. 1>17:20

Sin embargo TBX1 no siempre es el responsable directo del sindrome, sino que

contribuye a la aparicion de dichas anomalias como consecuencia de la
regulacién e interaccién con otros genes cruciales para la embriogénesis,
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b)

c)

d)

Incluyendo los genes homeobox (hoxb 2 y hoxb 3) que estdan muy involucrados
en el desarrollo regional de los arcos faringe dos y bolsas.>*®

Gen HIRA: este gen es un regulador transcripcional. Estudios en ratones han
evidenciado su expresidon embrionaria durante el desarrollo del tubo neural.??
Se han realizado experimentos, con ratones homocigotos para Hira (Hira -/-),
dando lugar a una falta de expresién de este regulador, en la cresta neural
cardiaca durante la embriogénesis, que han demostrado la persistencia del
tronco arterioso. Por tanto, dicho gen puede contribuir al defecto cardiaco que
se da en el SDG.>??

Gen UFDI1L: este gente estd relacionado con la ubiquitinizacion. Se ha
localizado la expresién de este gen, en los arcos faringeos y 4to arco faringeo,
sustrato fundamental de las anomalias de el SDG. Ratones con mutaciones de
estos genes presentan defectos en el desarrollo del corazén.??%4

Gen CRKL: codifica factores de crecimiento y sefalizacién de adhesion celular.
Se expresa en los tejidos derivados de la cresta neural durante el desarrollo
embrionario. La homocigosis de CRKL en ratones es letal, y el fenotipo es muy
similar al de la delecion 22q11.2, incluyendo defectos conotruncales y del arco
aortico.”

Gen COMT y PRODH: el gen COMT (catecol-O-metiltransferasa) es responsable
de la degradacién de las catecolaminas (dopamina y epinefrina), mientras que
el gen PRODH codifica una deshidrogenasa. Estos dos genes estdn
potencialmente involucrados en el fenotipo psiquiatrico (en ocasiones incluso
con la esquizofrenia) y las alteraciones del comportamiento de los pacientes
con sindrome 22q11.2. Se ha demostrado que las mutaciones en el gen COMT,
provocan alteraciones en el comportamiento emocional de ratones.>2¢

Otros genes que también tienen una posible implicacién en la patologia
psiquiatrica son: la proteina de unién al nucledtido guanina (proteina G) y beta-
1-como polipéptido (GNB1L).

2.3. Mecanismos de variabilidad fenotipica

Estos parecen ser algunos de los genes mas importantes para la aparicién del SDG, sin
embargo, no son los Unicos determinantes del fenotipo, ya que existe una elevada
variabilidad en la expresion clinica entre unos enfermos y otros, incluso entre aquellos
con la misma anomalia cromosémica.
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Estas variaciones no parecen ser atribuibles al tamafio de la delecién o al origen
parental del cromosoma deletado.?”?® De hecho, también existen variaciones
fenotipicas entre familiares que han heredado una mutacién idéntica, o entre padres

afectos y los hijos a quienes han transmitido el mismo defecto genético. Esto confirma

que, si bien los genes que quedan suprimidos de la regién 22q11.2 son los causantes

del sindrome, su expresion fenotipica estd modulada por otros factores que pueden

ser genéticos o no.

Se ha propuesto varios mecanismos que explicarian esta variabilidad:>?8

La presencia de genes modificadores que se encuentran fuera de la regién
deletada.

Variaciones alélicas de los genes, dentro de la regiéon 22g11.2 del cromosoma
no deletado.

Mutaciones somaticas

Fendmenos epigenéticos.

Caracteristicas individuales como la raza y el sexo, factores ambientales, etc.

Uno de los mecanismos de variabilidad que parece tener mas peso son los llamados

genes modificadores: el factor de crecimiento de fibroblastos 8 (Fgf8), el factor de
crecimiento de fibroblastos 10 (Fgf10), el gen GBX2 y el gen Pitx2:>1>18

a)

b)

c)

Factor de crecimiento de fibroblastos 8 (FGF8): el gen Fgf8 pertenece a la
familia del factor de crecimiento de fibroblastos asociado con la proliferacion,

migracién y diferenciacién celular.'® Los embriones de ratones con alteraciones
en Fgf8 muestran fenotipos similares a los observados en el SVCF/SDG como
alteraciones craneofaciales, timicas, paratiroideas y cardiovasculares.333*

Factor de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF10): el gen Fgf10, es co-expresado
5,33

con TBX1 en el nucleo del mesodermo y en el campo del corazén anterior.

Gen GBX2: este gen es un factor de transcripcion Homeobox. Los embriones de
ratones nulisémicos para Gbx2, presentan defectos cardiovasculares asociados
con el desarrollo anormal del cuarto arco faringeo, incluyendo arteria aorta
interrumpida y alteracién retroesofagica de la arteria subclavia. Estos defectos
estan relacionados con el sindrome de DiGeorge, por lo que se cree que este
gen puede ser un modificador del locus para dicho sindrome.?%3¢
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d) Gen Pitx2: es un gen homeobox, co-expresado con TBX1 durante el desarrollo
faringeo. Los estudios con ratones heterocigotos Pitx2 +/- TBX1 +/- han
mostrado un aumento de la penetrancia de los defectos cardiovasculares3>,
planteando asi la hipdtesis de que estos dos genes pueden interactuar, siendo
Pitx2 un modificador genético de los defectos cardiovasculares hallados en el
SDG.%

Probablemente, tanto el nimero de genes modificadores, como la interaccién entre
ellos y con TBX1, sea muy extensa y en su mayor parte desconocida, pero es un
campo de interés en la investigacion actual, no sélo en lo referente al SDG y otros
sindromes, sino también en la busqueda de una mejor comprensién del control
genético en el desarrollo embrionario. Otros factores moduladores de la expresién
clinica, como causas epigenéticas, o la interaccién con determinadas condiciones
ambientales, pueden ser todavia mas complejas y dificiles de estudiar.

2.4. Modelos experimentales en el estudio de SDG

Evidentemente no hay estudios de la afeccidén de dichos genes en el fenotipo humano
durante el desarrollo fetal, pero si hay numerosos estudios de las caracteristicas
fenotipicas de ratones con mutaciones similares o idénticas a las que se producen en el
sindrome de DiGeorge, especialmente las relacionadas con el gen TBX1, que como se
ha visto anteriormente, es el que tiene una relacién mas especifica con este sindrome.

Para llevar a cabo estas investigaciones, se utilizan un tipo de ratones knock-out para
TBX1 u otros genes relacionados. Estos estan modificados genéticamente, de forma
gue una o ambas copias del gen estudiado se inactivan, con objeto de investigar los
déficits y alteraciones que se producen en el animal y poder deducir de esta manera la
funcion del gen analizado.

Asi se ha demostrado en algunos estudios,'>?° que los ratones heterocigotos TBX1+/-
para la mutacién, muestran una alta incidencia de anomalias del tracto de salida
cardiaco (Fig. 9b), modelando asi una de las principales anomalias del sindrome
humano. Por otra parte, los ratones homocigotos TBX1-/- muestran una amplia gama
de anomalias del desarrollo, que abarcan casi la totalidad de las caracteristicas del
SDG, incluyendo hipoplasia del timo (Fig. 9b) y paratiroides, anomalias del tracto de
salida cardiaco, estructuras faciales anormales (Fig. 9a), malformaciones vertebrales y
paladar hendido:
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Fig. 9: Comparacion del fenotipo de ratones salvajes (TBX1+/+) con ratones mutantes homocigotos (TBX1-/-).
(a), Comparacion de apariencia externa. (b), Ausencia de timo (t) e hipoplasia ventricular, debido a alteraciones
en el tracto de salida del corazén (h). Fuente: Jerome, L. A. et al, 2001, DiGeorge syndrome phenotype in mice
mutant for the T-box gene, Thx1.

a) Anormal desarrollo de los arcos y bolsas faringeas: los embriones de ratones

TBX -/-, son normales en el dia 7 de la embriogénesis, pero a partir del 82 dia,
ya presentan anomalias. Los arcos y bolsas faringeas I, Il y lll, estan presentes
entorno al dia 9 de la embriogénesis, y sin embargo, los ratones TBX -/- sélo
desarrollan el primer arco y bolsa
faringeas (Fig. 10). Ademas las vesiculas
6ticas, que formas el oido interno, son
mas pequefias y parecen estar algo
engrosadas (Fig 9).20-%°

Fig. 10: Desarrollo de los arcos y bolsas faringeas I, 11
JI1, en ratones TBX1 +/+. En ratones TBX1 -/-, solo se
desarrolla el primer arco y bolsa faringea. Fuente:
Jerome, L. A. et al, 2001, DiGeorge syndrome phenotype
in mice mutant for the T-box gene, Thx1.

Entre los dias 10 y 12 de gestacion, el primordio del timo, fruto de la 32 bolsa
faringea, y el primordio paratiroideo, fruto de la 32 y 42 bolsas faringeas, no se
observan en ratones TBX1 -/- . En el dia 17 de la embriogénesis, la glandula
tiroides si que es evidente, pero no se encuentra timo ni paratiroides.?>3° Otro
hallazgo de los ratones
mutantes homocigotos es Ia
presencia de un paladar
hendido, con déficit en la fusidn
palatina (Fig. 11). También se
observan anomalias en Ia
columna vertebral, los atlas

carecen del arco anterior. 2031

Fig. 11: Desarrollo del paladar secundario. (*) muestra el espacio entre los maxilares superiores, y
las flechas indican los espacios entre los elementos 6seos del paladar superior en los ratones TBX1 -
/-. Fuente: Jerome, L. A. et al, 2001, DiGeorge syndrome phenotype in mice mutant for the T-box gene,
Thx1.
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b) Defectos del arco aodrtico y del tracto de salida cardiaco: la alteracion del

desarrollo de los arcos faringeos,
también tiene implicaciones para el
desarrollo de estas estructuras. En los
embriones homocigotos TBX1 -/-, el
tracto de salida del corazén (que
normalmente se separa en las arterias
pulmonares y aorta), no consigue
separase por el tabique adrtico-
pulmonar, dando lugar a un tronco

arterioso persistente (Fig. 12) 2032

Fig. 12: Tracto de salida del corazén en ratones salvajes y en mutantes homocigotos TBX1-/-. (a)
arco aoértico; (pu), tracto pulmonar; (s), septo adrtico-pulmonar; (ta), truncus arteriosus. Fuente:
Jerome, L. A. et al, 2001, DiGeorge syndrome phenotype in mice mutant for the T-box gene, Tbx1.

3. CLINICA

El sindrome de DiGeorge, se caracteriza por una hipoplasia o aplasia de la glandula
paratiroides, con una consecuente hipocalcemia neonatal (que se presenta en forma
de tetania), asi como una hipoplasia/aplasia del timo, provocando déficit inmunitario,
gue se manifiesta en forma de infecciones de repeticidon en la infancia, debido a un
déficit de células T. También son frecuentes una serie de malformaciones cardiacas,
qgue afectan fundamentalmente al tracto de salida del corazén (tetralogia de Fallot,
interrupcion del arco adrtico, persistencia del tronco arterioso, etc.). Pueden
encontrarse rasgos fenotipicos faciales caracteristicos, tales como las orejas de
implantacion baja, telecantos con fisuras palpebrales cortas, un filtrum corto, boca
pequefia, etc.®°* Ademads, en no pocas ocasiones, el sindrome se relaciona con un
retraso en el desarrollo psico-social, manifestado como retraso en el aprendizaje e
incluso determinadas enfermedades psiquidtricas como la esquizofrenia.'®

Sin embargo, cada paciente con SDG es Unico en cuanto a sus manifestaciones clinicas.
El nimero de sintomas y su gravedad varian, incluso teniendo la misma deleciéon
genética. También varian con la edad, el sexo, la exposicion ambiental, genes

modificadores, etc. como se ha comentado anteriormente (apartado 3.2. Genética).

Se pueden agrupar las diferentes manifestaciones clinicas en diferentes areas:
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3.1. Defectos cardiacos

Entorno al 70-85% de los individuos afectados presentan malformaciones cardiacas
congénitas, y son la causa principal de la mortalidad (> 90% de todas las muertes).
Estas cardiopatias congénitas, son principalmente malformaciones conotruncales,
apareciendo de forma mas frecuente la tetralogia de Fallot (Fig. 14,15,16), la

interrupcion del arco adrtico y defectos de septo ventricular (CIV) (Fig. 13).14

Estos defectos cardiacos dan lugar a sintomas muy precozmente, y se objetivan, bien
en el periodo prenatal mediante un diagndstico ecografico, o bien a los pocos dias de
vida por auscultacion de soplos, polipnea, o ausencia de pulsos femorales.3’

Malformation Fréquence (%)

Tétralogie de Fallot (TF) 20

Interruption de 'arc aortique type B (IAA) 13

Communication interventriculaire (CIV) 14

Truncus arteriosus (TA) 6

Arcs vasculaires anormaux 5,5

Communication inter auriculaire (CIA) 35

CIV et CIA 4

Autres 10

Total 76
Fig. 13: Frecuencia de aparicion de las diferentes Fig. 14: Estenosis pulmonar. Se observa; 1. Arteria
malformaciones cardiacas e el SDG. Fuente: Pulmonar; 2. Aorta; 3. Cava. No se observa hipertrofia

ventricular derecha, puesto que se desarrolla en vida
postnatal. Fuente: Servicio de Bioquimica y Genética
Médica del HUMS.

Manouvrier-Hanu S et al, 2015, Protocole National de
Diagnostic et de Soins (PNDS) Délétion 22q11.

Fig. 15: Comunicacion interventricular. Fuente: Servicio Fig. 16: Acabalgamiento adrtico. Fuente: Servicio de
de Bioquimica y Genética Médica del HUMS. Bioquimica y Genética Médica del HUMS.
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3.2. Alteraciones inmunitarias

La mayoria de los pacientes con delecidon 22q11, presenta una inmunodeficiencia que
puede ser desde moderada a grave, y tienen mayor riesgo de padecer ciertas
enfermedades autoinmunes. El déficit de células T por hipoplasia timica, es uno de los
rasgos caracteristicos de los pacientes con SDG.

3.2.1. Aplasia/Hipoplasia timica y deficiencia inmune

El defecto inmunitario, es secundario a alteraciones del timo dando lugar a un
problema en la produccion o en la funcién de las células T.

En casos excepcionales (£1%), se produce una aplasia timica, por lo que la deficiencia
inmune es importante y se revela poco después del nacimiento. Esta es una
inmunodeficiencia combinada grave, que se manifiesta fundamentalmente por el gran
numero de infecciones, a menudo mortales, que sufren estos pacientes, y por lo tanto
una emergencia diagndstica y terapéutica absoluta.

Es mas comun sin embargo, que se de una hipoplasia timica, o bien que el timo no
haya migrado a su lugar apropiado en la cavidad tordcica. Esto conduce a una
inmunodeficiencia leve-moderada, que se presenta principalmente como una mayor
vulnerabilidad a las infecciones, principalmente del tracto respiratorio superior y del
oido.38

En la mayoria de los individuos, este aumento de la susceptibilidad a las infecciones se
corrige de forma espontanea con la maduracion, y es mas o menos normal durante el
transcurso de los afios preescolares y escolares del nifo. Sin embargo, la
inmunodeficiencia puede durar hasta la edad adulta, con un aumento de la
vulnerabilidad a las infecciones y la fatiga, asi como un mayor riesgo de enfermedades
autoinmunes.?

3.2.2. Enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes (=10%) se producen con una frecuencia mas alta que
en la poblacién general. Algunas de ellas son: artritis reumatoide juvenil (frecuencia 20
veces superior al de la poblacién), purpura trombocitopénica idiopatica (3%),
hipotiroidismo (6%), hipertiroidismo, vitiligo, anemia hemolitica, neutropenia
autoinmune y enfermedad celiaca.
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3.3. Enfermedades endocrinas

3.3.1. Hipoparatiroidismo:

La prevalencia del hipoparatiroidismo es del 20-60% de los pacientes. Se produce una
hipocalcemia secundaria, que puede ser transitoria, permanente o recurrente. Esta
varia con la edad, corrigiéndose en la mayoria de los casos con el desarrollo, durante
los primeros meses de vida (por la menor necesidad de hormona paratiroidea), aunque
puede reaparecer en la infancia y adolescencia, o incluso en la edad adulta.

Los sintomas de la hipocalcemia pueden variar desde ataques de temblor y calambres
musculares, hasta desmayos e incluso crisis convulsivas en las formas mas graves, que
se dan principalmente en el periodo neonatal. La hipocalcemia puede salir a la luz,
durante una cirugia, sobretodo en las cirugias cardiacas, lo que implica una vigilancia
particular de estas intervenciones.*°

3.3.2. Alteraciones tiroideas

Existe un riesgo de disfuncién tiroidea (hipotiroidismo e hipertiroidismo) que a
menudo aparece después de los 10 aflos de edad. Esto también se debe, a que el
desarrollo de la glandula tiroides esta determinada en parte por el gen TBX1.

El hipotiroidismo es mas frecuente en estos pacientes, mientras que el hipertiroidismo
es secundario a la enfermedad autoinmune.'*

3.3.3. Anomalias de crecimiento

Una talla pequeiia (alrededor de - 2 SD) esta presente en la mayoria de los pacientes.
Es de origen constitucional, ligada a la delecién, pero puede estar asociada con una
deficiencia en la hormona del crecimiento.*!

3.4. Malformaciones craneofaciales

Se observan caracteristicas morfoldgicas
faciales tipicas (Fig. 17). Sin embargo,
algunas de ellas, son poco evidentes al
nacer y se revelan progresivamente con
la edad:

Fig. 17: Rasgos faciales dismorficos leves, en una
mujer con SDG (Izq:11 afios; dcha: 25 afios). Fuente:
Kapadia, Ronak K. et al, 2008, Recognizing a Common
Genetic Syndrome: 22q11.2 Deletion Syndrome.
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o Anomalias del suelo del paladar; son muy frecuentes, entorno a el 40-100% de
los pacientes presentan algun defecto. Lo mas caracteristico es la presencia de
una fisura palatina submucosa (16-38%), una fisura palatina franca (9%) o
incluso un labio leporino (2%). También aparecen otros defectos como la Uvula
bifida (5%), y muchos pacientes tienen una incompetencia velofaringea
funcional aislada (27%).** Estas anomalias son en gran parte la fuente de los
trastornos del habla.

o Caraalargada, con un borramiento del relieve de los pémulos.
o Nariz larga, grande, bulbosa, con una raiz prominente*

o Fisuras palpebrales estrechas, inclinadas hacia arriba y afuera, con telecanto en
algunas ocasiones.'*

o Orejas de implantacidn baja, pequefias, redondas, con Iébulos hipoplasicos,
adherentes o ausentes.*?

o Boca estrecha, hipoplasia de la mandibula inferior con retrognatismo

o Anomalias dentales.

3.5. Desarrollo psicomotor y aprendizaje

Estos nifios tienen discapacidades en el desarrollo intelectual y motor, que se
manifiestan por problemas en el aprendizaje, trastornos cognitivos tempranos,
retrasos en el lenguaje expresivo y dificultades motoras gruesas, durante los primeros
afos. Estos déficits se hacen mas evidentes en edades escolares avanzadas.

La mayoria de los pacientes con delecién 22g11 tienen un nivel intelectual dentro del
rango normal (Cl entre 70-84). El 55% de ellos tienen un CI> 71, alrededor del 33%
tienen discapacidad intelectual leve (Cl 55-69) y menos del 10% tienen un retraso
moderado a severo.

La mayoria de los nifios con SDG pueden llevar a cabo un desarrollo escolar dentro de

la normalidad, aunque a un ritmo mas lento o con apoyos adicionales.
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3.6. Malformaciones renales y genitales:

Presentes en aproximadamente el 35% de los pacientes, van desde agenesia,
hipoplasia renal, rifones displasicos, uropatia obstructiva o reflujo vesicorenal. En
nifios, existen un 8% de hipospadiasy 5% de criptorquidias.**

3.7. Patologias ORL y oftalmica

La pérdida de audicion; suele ser secundaria otitis serosas recurrentes, agravadas por
el déficit inmunitario, en los primeros afios de vida. #°

En cuanto a alteraciones oftalmoldgicas, se encuentran a menudo anomalias de
refraccion, estrabismo, ambliopia y conjuntivitis. 14

3.8. Trastornos psiquiatricos

Existe una alta frecuencia de trastornos de ansiedad, en particular durante el periodo
de la infancia y la adolescencia, y de trastornos de estrés y depresion, especialmente
en los adultos.4

Son particularmente frecuentes en los nifios (40%), los trastornos por déficit de
atencion con o sin hiperactividad (TDAH). Tienden a disminuir en el periodo adulto,
pero son mas frecuentes que en la poblacién general (4%).4

También puede darse patologia psiquidtrica dentro del espectro autista (15-50%). Es
mds comun cuando el nifio presenta dificultades en las relaciones sociales y el
reconocimiento de emociones.*®

Hay que destacar los trastornos psicéticos, ya que el 10% de los adolescentes (de
entre 13 y 17 afos) y el 23-43% de los adultos con SDG, desarrollan esquizofrenia. La
edad media de inicio de los trastornos psicéticos entre los jévenes con delecion 22g11
es de 17.7 anos. El espectro fenotipico de la esquizofrenia es extremadamente amplio,

con sintomas muy variables de una persona a otra.1+8
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3.9. Trastornos funcionales pediatricos

e Trastornos de la alimentacidn y de transito: la mayoria son de origen mixto, como el
reflujo gastroesofagico o la falta de coordinacién e hipotonia de los musculos de la
faringe-laringe. El estrefiimiento puede estar presente.

e Problemas respiratorios: secundarios a dificultades en la deglucion y al reflujo
gastroesofagico, responsables de inhalaciones bronquiales, a veces secundarias de
laringomalacia.

e Anomalias musculo-esqueléticas: durante los primeros afios de vida, la hipotonia
suele estar presente. Pueden darse escoliosis tempranas debidas a las
malformaciones vertebrales.

e Trastornos del suefio: asociados a patologias faringeas o a apnea del suefio.

e Anomalias dentales; las caries son frecuentes, asi como anomalias del esmalte.

e Trastornos del habla: el desarrollo del lenguaje, presenta un retraso medio de unos
dos afios (se atenua entorno a los 3-5 afios). El discurso de los pacientes puede ser
ininteligible, y estas dificultades estdn relacionadas con la alta prevalencia de la
insuficiencia velofaringea y pérdida de la audicidn, a veces exacerbado por las otitis
medias recurrentes. La hipernasalidad es una caracteristica de los pacientes con
delecion 22g11.

4. DIAGNOSTICO

La prueba diagndstica para la delecidn 22gq11l, mas comunmente utilizada, es la
hibridacién in situ (FISH). Sin embargo, un negativo por FISH no excluye
necesariamente un diagndstico, en pacientes que tienen deleciones mdas pequenas o
atipicas, requiriendo en estas ocasiones, otras técnicas moleculares mas especificas
para confirmar el diagndstico, como la amplificacion multiple mediante sondas
ligando-dependientes (MLPA), o la hibridacion gendmica comparada con microarrays
(CGH). 813

La hibridacion fluorescente in situ (FISH) es una técnica, que usa moléculas
fluorescentes para localizar genes o fragmentos de DNA (en este caso DNA de la region
11.2 del brazo largo del cromosoma 22), siendo muy util para mapear genes y localizar
anormalidades cromosémicas.
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La técnica consiste, en preparar cortas secuencias de DNA de una sola hebra, llamadas
sondas, que son complementarias a las secuencias de DNA que se quieren marcar y
examinar. Estas sondas se "tifien" con moléculas fluorescentes, se hibridan, es decir, se
unen al DNA complementario y permiten localizar las secuencias en las que se
encuentran, o detectar aquellas que estdn ausentes (Fig. 1). A diferencia de otras
pruebas utilizadas para estudiar los cromosomas, puede ser llevada a cabo en células
no activas.*°

El kit que se utilizan actualmente en el hospital Miguel Servet para el andlisis FISH
22911.2 es Vysis DiGeorge Region Probe - LSI TUPLE 1 SpectrumOrange/LSI ARSA
SpectrumGreen Probe Kit, que contiene las sondas TUPLE1 (22g11.2, regién critica
SDG, sonda de 120kb) y ARSA (22g13.3, regién control), ubicadas en la parte proximal
del inicio de la delecidn entre el LCR A y B. Sin embargo, existen determinadas
ocasiones, en las que bien debido a que se trata de deleciones pequeiias (<100 kb) o
bien de deleciones atipicas, esta técnica no es lo suficientemente sensible. Sin
embargo en casos de mosaicismos, es la técnica de eleccién ya que el MLPA no los
detecta y el array-CGH solo cuando son superiores al 30%.

En la actualidad, estan tomando fuerza otras técnicas como la MLPA o los mycroarrays,
ya que son técnicas con un tiempo de respuesta mas rapido, mas rentables y con
capacidad para la deteccidn de supresiones no detectables mediante FISH.

La MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), es una técnica biologia
molecular, que en una misma reaccién, puede detectar copias anémalas de hasta 50
secuencias gendmicas diferentes de DNA (mientras con el FISH, sélo pueden analizarse
una o dos regiones especificas).

Consiste en una primera reaccidon de unidn-ligacidon de sondas, con la zona homdloga
de interés. Sdlo las sondas que hayan hibridado podran ser ligadas, y posteriormente

amplificadas por PCR, obteniendo una
cantidad cuantificable de ADN vy
permitiendo detectar deleciones vy

amplificaciones (Fig.18).>!

Fig. 18: Demostracion de la deleciéon 22q11.2
mediante la técnica de MLPA. Fuente: Grassi M et
al, 2014, Congenital Heart Disease as a Warning
Sign for the Diagnosis of the 22q11.2 Deletion

Mediante un andlisis de fragmentos y aprovechando la diferencia de tamafio de cada
una de las sondas, se podran identificar aberraciones en el numero de copias
genomicas.
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Se ha demostrado que esta es una técnica costo-efectiva, rdpida, y un método
altamente sensible y especifico para la deteccion de deleciones y duplicaciones en la
region proximal 22g11 y de variantes distales o solapadas, que frecuentemente se
pueden presentar dentro de esta regidn. La identificacién de estas variantes es de
particular interés, ya que puede dar una idea de qué genes o regiones gendmicas son

cruciales para manifestaciones fenotipicas.’%>!

El Array CGH (Array Comparative Genomic Hybridization) o cariotipo molecular, (Fig.
19) se basa en la hibridacién competitiva entre un ADN problema (marcado con un
fluorocromo rojo) y un ADN de referencia (marcado en verde) con las sondas (probes)
de ADN conocidas, que estan fijadas sobre una superficie sélida (microarray).>>>3

El perfil de fluorescencia obtenido permite determinar si existen cambios en Ia
cantidad de material génico del paciente. Actualmente las plataformas comerciales
mas utilizadas, usan aproximadamente 60.000 sondas de tipo oligonucleétido (Oligos
25-70 mer) que estudian variaciones del numero de copias de todo el genoma. Es una
técnica con mayor resoluciéon que el FISH (x10-100) y que analiza de una sola vez el
genoma completo, pudiendo detectar casos de SDG en regiones atipicas. Su
inconveniente es que no detecta mosaicos inferiores al 30%.°2

CONTROL DNA PATIENT DNA
Patient and control DNA The fluorescent signals
labeled with fluorescent are measured by the

dyes are applied to the microarray scanner.

@ [\ . -

Patient and control HygRrIDIZ The data is then analyzed CDIID

DNA are hybridized by computer software I
to the y. — which generates a plot. DNA DOSAGE

[roul

vwvvviwwvvl)lvvv

DNA GAIN DNALOSS NO CHANGE

Fig. 19: Proceso de la técnica Array CGH. Fuente: Theisen, A., 20008,
Microarray-based Comparative Genomic Hybridization.

En resumen se puede decir que:

e El FISH, es una técnica que utiliza una sola sonda en la regién 22q11.2
acompafiada de otra control. Es la técnica de eleccién, aunque en algunas
ocasiones (deleciones pequefias o deleciones atipicas) no detecta el problema.

e El MLPA, es una técnica en la que se usan hasta 50 sondas diferentes de la
region estudiada, con la posterior amplificacién del material genético por PCR.

e El Array-CGH, se basa en la hibridacion del ADN del paciente, con miles de
sondas que abarcan todo el genoma de una sola vez.
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Aunque el fenotipo de la delecién 22g11 esta bien caracterizado, como se ha dicho su
variabilidad extrema, en ocasiones dificulta el diagndstico. Montes C. et al, >* en un
estudio retrospectivo observacional, de 268 pacientes con sospecha clinica de
sindrome de microdelecién 22g11.2, diagnosticaron 32 casos de SDG. En el resto de
pacientes, se establecieron distintas anomalias cromosdmicas y otros sindromes
genéticos, que presentan caracteristicas fenotipicas similares.

Por tanto, ante la sospecha clinica de este sindrome, se debe establecer un diagnostico
diferencial con algunas entidades como el sindrome de CHARGE, Alagille, Noonan,
Cayler, Stickler, o anomalias cromosdmicas como la translocaciéon (10q;8q), la
duplicacién (15)(q13g24), la inversién pericéntrica del cromosoma, etc.

5. CONSEJO GENETICO

El asesoramiento genético es esencial. En aproximadamente el 90% de los casos, la
supresidon 22q11 se produce de novo. Sin embargo, en el 10% restante de los casos, la
mutacidn es transmitida por uno de los progenitores (familiar).'*

Una vez se ha confirmado el diagndstico de sindrome de DiGeorge en el hijo, debe
ofrecerse a los padres la posibilidad de someterse a un estudio genético, ante la
posibilidad de que sea una mutacion heredada. La deteccion de la alteracién
cromosémica en los padres antes de cualquier nuevo embarazo es fundamental para
evitar nuevos casos de enfermedad. En caso de que la mujer se encuentre ya
embarazada, y tengan un primer hijo afecto, los padres deben ser derivados
inmediatamente a la consulta de genética.

Si ninguno de los padres es portador de la delecion (90% de los casos), el riesgo de
recurrencia es muy baja (=1%). Este riesgo se relaciona con la posibilidad de un
mosaicismo germinal en uno de los padres (presencia varios gametos mutados de uno
de los padres, mientras que el analisis de ADN sanguineo es normal). En esta situacion,
puede realizarse un DPN mediante muestreo de vellosidades coridnicas o
amniocentesis.'*

Por el contrario, un progenitor portador de la delecion tiene un riesgo del 50% de
transmitir la mutacién en cada embarazo (Fig. 20). No hay ninguna herramienta para
predecir la gravedad del sindrome, y no existe una correlacion entre la gravedad de la
enfermedad en los parientes afectados. En estas situaciones, los padres tienen varias
opciones:#
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vk wh e

Aceptar el riesgo y no llevar a cabo el DPN.

Cribado ecografico de malformaciones fetales graves.

DPN por muestreo de vellosidades coridnicas o amniocentesis

Diagnéstico preimplantacional (DGP).

La posibilidad de la deteccion fetal no invasiva (DPNI) mediante el estudio de
ADN fetal, extraido de la sangre materna. Aunque esta posibilidad todavia no
ha sido evaluada, podria ser una alternativa interesante cuando la madre no
presente a delecidn.

Parent with disease, Healthy parent,
carrier non-carrier
Parents
=
Chromosome with
normal gene
Gametes
v Chromosome with
- - a mutated gene
Children
S El
Healthy children, Children with disease,
non-carriers carriers :

Fig. 20: Herencia autosémica dominante. Fuente: Oskarsdéttir S., 2016,
22q11 deletion syndrome., Soocialstyrelsen.
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6. CONCLUSIONES

El sindrome de DiGeorge se origina por una alteracién en el desarrollo del tercer y
cuarto arcos faringeos, debido probablemente, a una anomalia en la migracién de las
células de la cresta neural, por la disfuncién de algunos genes que regulan este
proceso.

La utilizacién de modelos animales experimentales, han sido fundamentales para
estudiar los efectos de la pérdida de dichos genes, y han permitido demostrar el papel
primordial del gen TBX1 en las anomalias del SDG.

Las manifestaciones clinicas tienen un amplio rango de variacion, en cuanto a los
organos afectados y a su gravedad. Como ilustra el caso clinico que presentamos,
pueden existir formas clinicas de SDG de baja expresividad, cuyo diagndstico pase
desapercibido. Como consecuencia de esto podemos deducir, que es posible que la
incidencia real del sindrome se esté infraestimando, y que no se esté ofreciendo un
asesoramiento genético adecuado en aquellos casos no diagnosticados, o que se han
interpretado como una malformacién aislada.

Actualmente, el conocimiento de la anomalia genética que origina el sindrome, y la
utilizacién de técnicas de biologia molecular, permiten un diagndstico preciso. La
aplicacidon de estas técnicas en pacientes con expresién incompleta o cuadros clinicos
leves, pueden ayudar a identificar aquellas formas de expresividad fenotipica leve.

A pesar de los avances en el campo de la genética, todavia no se conoce con claridad
porqué se producen tales diferencias, en cuanto a la expresion clinica, entre dos
individuos que han heredado una idéntica mutaciéon. Por tanto, son necesarios
estudios que clarifiquen cudles son los factores moduladores que intervienen en la
expresion fenotipica y la forma en que lo hacen.
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