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Resumen

El sindrome de DiGeorge es un defecto heterogéneo relaciona-
do con una embriogénesis anormal de la tercera y la cuarta
bolsa faringea. Los pacientes con esta anomalfa suelen pre-
sentar alteraciones en el timo, que conducen, en muchos ca-
s0s, a una deficiencia en la respuesta de las células T, asf como
a alteraciones cardiacas, hipocalcemia, hipoparatiroidismo,
dimorfismo facial y retraso psicomotor. En la mayorfa de los
casos, se ha identificado como responsable de esta anomalia
la delecion 22g11.2, que comprende genes como el UFD1TL,
TBX1y CRKL, que se muestran como firmes candidatos a estar
asociados con esta enfermedad. Sin embargo, existe una gran
variabilidad en las alteraciones que aparecen en los distintos
individuos con esta alteracién cromosémica. La gravedad de la
inmunodeficiencia observada en estos pacientes varia entre
una funcion de células T similar a la de los individuos sanos a
una ausencia total de células T en circulacidn. En estos casos
de anomalia de DiGeorge completa, se ha demostrado que dis-
tintos tratamientos como el trasplante de médula ésea, de te-
jido tfmico e incluso la infusién de células mononucleares de
sangre periférica pueden reconstituir de forma eficaz el siste-
ma inmunitario ofreciendo una proteccion frente a las infeccio-
nes oportunistas que pueden sufrir estos individuos inmunode-
ficientes.
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Abstract

Title: Immunological reconstitution in children with DiGeorge
anomaly

DiGeorge syndrome is a heterogeneous condition associated
with an abnormal embryogenesis of the third and fourth pha-
ryngeal pouches, which usually affects the thymus, in many
cases, leading to impaired T-cell response. It can also be as-
sociated with cardiac defects, hypocalcemia, hypoparathyr-
oidism, facial dysmorphism and psychomotor retardation. In
most cases, it is attributed to a deletion of 22q11.2, which in-
cludes genes like UFD1L, TXB1 and CRKL, which are very prob-
ably associated with the disease. However, the anomalies
produced by this chromosomal alteration vary widely from one
individual to another. The severity of the immunodeficiency
observed in these patients ranges from a T-cell function similar
to that of normal individuals to a total absence of circulating T
cells. In these cases of complete DiGeorge syndrome, different
approaches such as bone marrow or thymic tissue transplanta-
tion, or even peripheral blood mononuclear cell infusion, have
been shown to effectively reconstitute the immune system,
providing protection against the opportunistic infections to
which these immunodeficient patients may be subjected.

Keywords

Microdeletions, congenital heart disease, thymic defect, im-
munodeficiency, 22q11.2 deletion, immunological reconstitu-
tion

Introduccion

El sindrome de DiGeorge, descrito por primera vez por el Dr.
Angelo DiGeorge en 1965", es un defecto heterogéneo relacio-
nado con una embriogénesis anormal de la tercera y la cuarta
bolsa faringea. Inicialmente se describié como una ausencia
congénita de timo en nifios con una talla menor producida por
la ausencia de la glandula paratiroides?. Los pacientes origina-
les, ademas de manifestar los efectos de la hipoplasia timica y
del hipoparatiroidismo, presentaban una serie de trastornos
combinados que fueron descritos/unificados como sindrome de
DiGeorge y que, hoy en dia, se conoce como anomalia de Di-
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George (DGA). Con posterioridad, se describieron como carac-
teristicas comunes en estos pacientes la enfermedad congéni-
ta cardiaca, especialmente defectos conotruncales y del arco
aortico, dimorfismo facial y otras anomalias®.

Aunque no esta reconocido un modelo de herencia, existen
algunas relaciones entre la anomalia de DiGeorge y otras alte-
raciones cromosomicas. El defecto cromosémico que se asocia
con mayor frecuencia con la enfermedad es una monosomia en
el cromosoma 22; de hecho, estudios citogenéticos y molecu-
lares recientes han demostrado que la delecion 22q11.2 es el
origen del sindrome en la mayoria de los casos.
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La anomalia cardiaca mas frecuente es una dextroposicion
del arco adrtico y también se han observado defectos en la for-
macion de los septos ventriculares. Estas alteraciones cardia-
cas pueden ser tan graves que el paciente puede fallecer antes
de que se manifiesten otros sintomas, como el déficit de células
T. En un alto porcentaje de casos, aparece una inmunodeficien-
cia asociada al defecto timico. Sin embargo, la gravedad de
esta inmunodeficiencia es muy variable entre los pacientes
afectados, pudiendo ir desde una funcién normal de las células
T hasta casos en los que se produce una inmunodeficiencia im-
portante. Los pacientes corren el riesgo de desarrollar mdltiples
infecciones por virus, protozoos 0 agentes bacterianos.

Desde que la enfermedad fue descrita inicialmente en 1965,
el conjunto de caracteristicas clinicas asociadas al sindrome
de DiGeorge se ha ido incrementando de forma progresiva, de-
mostrando que se trata de un sindrome méas heterogéneo de lo
que previamente se habia apreciado.

La delecion 22q11.2

En el afio 1981 se descubrié una traslocacién en el cromosoma
22 que proporciond la primera pista sobre el origen genético de
la anomalia de DiGeorge, asi como su relacién con toda una
serie de enfermedades clinicamente descritas como el sindro-
me velocardiofacial (VCFS) y el sindrome cardiofacial (CAFS),
que mostraban algunas caracteristicas solapadas con la DGA*.
En todos los casos se habia encontrado la delecidn en el cro-
mosoma 22: una delecion submicroscépica del brazo largo del
cromosoma 22: del (22) (q11.21-q11.23). De hecho, en los lti-
mos afios se ha establecido que esta microdelecion es la res-
ponsable de més del 80% de los casos de las tres enfermeda-
des antes mencionadas (aparece en un 90% de los casos de
DGA'y en un 70% de los casos de VCFS), ademas de hasta un
20-30% de las cardiopatias conotruncales y del arco aértico
aisladas®. Sin embargo, la expresion fenotipica de esta dele-
cién es muy variable como demuestra el distinto patrén de al-
teraciones observado en miembros de una misma familia con
la misma alteracion cromosémica®.

La delecién 22q11.2 comprende aproximadamente un éarea
de 3 Mb, en la que existen cuatro secuencias de ADN duplica-
das y entre 25y 30 genes. Las secuencias duplicadas de ADN
marcan el final de las deleciones o traslocaciones. Los genes
estan localizados en una regién de 300-600 kpb com(n a todas
las deleciones y que es conocida como la region critica de
DiGeorge’. Uno de estos genes, el UFD1L (ubiquitin-fusion-de-
gradation-1-like), cumple muchos, pero no todos, de los crite-
rios por los que podria ser el responsable del fenotipo DGA. El
UFD1L codifica para un componente de un complejo implicado
en la degradacion de las protefnas de fusién ubiquitinas, se
expresa durante la embriogénesis en las lineas celulares afec-
tadas por los sindromes 22q11.2 y ha sido detectado en la ma-
yoria de los pacientes DGA’-8,

Otro de los genes candidatos ha sido identificado en rato-
nes, el TBX1, un factor de transcripcion que, en forma haploin-

suficiente, es capaz de originar defectos cardiacos conotrunca-
les y del arco adrtico en ratones*'. Este gen ha sido
identificado como el candidato mas firme para causar la DGA,
ya que, aunque la delecién de ambos alelos es letal en ratones,
los embriones muestran todos los rasgos del sindrome, inclui-
das las anomalias cardiacas. Cuando la delecion de TBX1 es en
heterocigosis, las malformaciones varian dependiendo del
background (antecedentes) genético, pero la mayoria de los
ratones muestran un amplio intervalo de anomalias de desarro-
llo, casi todas ellas comunes con las caracterfsticas de DGA/
VCFS'2. También deberia tenerse en cuenta que no se han en-
contrado mutaciones puntuales en el cédigo de la secuencia
TBX1 en personas con caracteristicas clinicas y fenotipicas
propias del sindrome pero que no presentan la delecion
22q11.2. Sin embargo, los resultados recientes del grupo de
Stoller, et al. han encontrado datos de gran relevancia para
poder decir que la mutacion TBX1 es la que produce el sindro-
me de DiGeorge en humanos'®.

Un tercer candidato serfa el gen CRKL, que mapea dentro de
la region comun a la delecion de DGA/VCFS. Se ha demostrado
que la migracion y la expansion temprana de las células de la
cresta neural es ineficaz en embriones CRKL-/-. Estos resulta-
dos indican que el gen CRKL tiene un papel esencial y especi-
fico en la funcién, diferenciacion y/o supervivencia de las célu-
las de la cresta neural durante el desarrollo. La similitud entre
el fenotipo CRKL-/- y las manifestaciones clinicas de DGA/
VCFS implica que defectos en el CRKL median en las rutas de
sefializacién como parte del mecanismo molecular de este sin-
drome™.

Aproximadamente el 15% de las personas con fenotipo
DGA/VCFS/CAFS no tiene la delecién tipica. Estas personas
pueden tener deleciones atipicas del 22q11.2 no reconocidas
por las técnicas habitualmente empleadas o tener mutaciones
puntuales dentro de algln gen que impiden su reconocimiento.
Ademas, se han detectado otras causas genéticas, como de-
leciones del cromosoma 4q, traslocaciones del cromosoma 22
y deleciones del brazo corto del cromosoma 10p13/14, pero
todas ellas son menos frecuentes (1 de cada 200.000 nacimien-
tos) que la delecion 22q11.2 (1 de cada 4.000). El fenotipo
DGA/VCFS puede encontrarse, ademds, en nifios de madres
diabéticas y en personas con importante exposicion prenatal a
retinoides o alcohol’.

Los casos de microdelecion 22q11.2 y sindromes o0 anoma-
lias consecuentes tienen una prevalencia de casos familiares
del 10-25%, por lo que estd justificado un estudio genético de
los progenitores con el fin de conocer el riesgo de recurrencia
familiar®. El riesgo de transmision a la descendencia es del
50%, con variabilidad en la expresion clinica; sin embargo, la
delecion sélo ha sido encontrada en un 8-28% de los padres de
los individuos afectados.

La deteccion se efectlia mediante la técnica de hibridacion
in situ con césmidos de la region cromosémica de DiGeorge.
Los cromosomas metafasicos se obtienen de linfocitos, liquido
amniético o células de la vellosidad coriénica. La hibridacion
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da como resultado dos sefiales en cada cromosoma 22 en indi-
viduos normales y una Gnica marca cuando la delecién esta
presente. Esta delecién puede ser identificada también en cé-
lulas no cultivadas. Recientemente, se ha descrito una nueva
técnica que permite detectar las microdeleciones cromosémi-
cas mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fluro-
rimétrica semicuantitativa, constituyendo un método rapido,
barato y eficaz en el estudio de las alteraciones cromosémicas
asociadas a VCFS y DGA'.

Alteraciones asociadas
a la anomalia de DiGeorge

Las alteraciones que aparecen asociadas a la anomalfa de Di-
George comprenden lo que ha sido denominado con el acréni-
mo CATCH 22 (siglas de cada una de las anomalias o defectos
asociados en inglés): cardiopatia congénita, anomalias facia-
les, hipoplasia timica, paladar hendido (c/eft en inglés) e hipo-
calcemia, y presencia de una delecion en 22q11.2. Hoy en dia
tiende a utilizarse también la denominacion de sindromes aso-
ciados a la delecion 22q11.2.

Cardiopatias congénitas

Son las anomalias estructurales mas comunes asociadas a la
delecion 22q11.2, y aparecen en un 75% de los pacientes. Las
alteraciones cardiacas asociadas a DGA varfan desde defectos
menores que no requieren intervencién a complicaciones gra-
ves que necesitan cirugfa o pueden causar la muerte. Los de-
fectos mas comunes son la tetralogia de Fallot (conjunto de
cuatro alteraciones que incluye estenosis pulmonar, tabique
interventricular defectuoso, dextroposicién de la aorta e hiper-
trofia del ventriculo derecho), coartacién del arco aértico tipo
B, defectos en el septo ventricular o el denominado fruncus
arteriosus®. Estas alteraciones cardiacas son las que en la ma-
yoria de los fenotipos poco expresados hace sospechar la exis-
tencia de una delecion 22'°.

Anomalias faciales y rasgos dismorficos

Los més caracteristicos son: anomalias menores en la implan-
tacion o en la forma del pabellén auricular, puente nasal eleva-
do, hipertelorismo (distancia anormal entre los ojos), microgna-
tia (mal desarrollo de la mandibula) y boca pequefia. Existen
otros rasgos dismorficos tipicos de la DGA como la nariz bulbo-
sa o las hendiduras palpebrales estrechas que no aparecen en
el periodo neonatal®.

Defecto timico e inmunodeficiencia

La ausencia completa del timo es una manifestacion muy infre-
cuente, pero sf se ha comprobado que entre el 40-93% de los
individuos con la delecion 22q11.2 sufren una inmunodeficien-
cia cuya gravedad varia entre los afectados’. La deficiencia de
la respuesta inmune celular es predecible, pero se han encon-
trado también casos de alteraciones de la respuesta inmune
humoral. La mayoria de los individuos padece una forma leve
de inmunodeficiencia caracterizada por menor nimero absolu-

to de células Ty un timo pequefio pero histolégicamente nor-
mal y con una funcién normal. Hay pacientes con una afecta-
cidon mas grave caracterizada por una aplasia timica y, por lo
tanto, una ausencia completa de células T; en estos casos, los
pacientes requieren un tratamiento mas agresivo y pueden ser
candidatos al trasplante timico'”. Aunque la malformacion del
timo es extremadamente comU(n en estos pacientes, se ha en-
contrado que un defecto timico clinicamente significativo sélo
aparece en un pequefo porcentaje, probablemente menos del
5% de los casos. Para determinar el grado de afectacion inmu-
noldgica de los pacientes con la delecién 22q11.2 deben cuan-
tificarse las subpoblaciones linfocitarias T, B y NK (natural
killer) en células polimorfonucleares (PMN) de sangre periféri-
ca, y comprobar la funcionalidad de las células T mediante
ensayos linfoproliferativos frente a maltiples estimulos como
la fitohemaglutinina. Se consideran normales los valores de
linfocitos T CD4+ >400 y un indice de proliferacion >70% del
control”. Por debajo de estos valores, es recomendable efec-
tuar un seguimiento anual de los pacientes para poder abordar
en la mayor brevedad posible un cuadro clinico de mdltiples
infecciones.

Paladar hendido

Esta es otra de |as alteraciones que aparecen asociadas a la
delecién 22q11.2, aunque esta alteracion puede darse asocia-
da directamente a un mal desarrollo del paladar®.

Hipocalcemia e hipoparatiroidismo

Son los problemas endocrinos més importantes asociados a la
delecion 22q11.2 causados por una ausencia o un mal desarro-
llo de la glandula paratiroides. Se presentan en un 70% de los
pacientes con DGA/VCFSy en un 40-60% de las personas afec-
tadas por la delecion® 2. La hipocalcemia en un neonato debe
poner al clinico en la sospecha de esta anomalia, que puede
resolverse completamente de forma espontanea o puede ser
recurrente a lo largo de la vida del individuo. Cuando nos en-
contramos ante una forma leve de hipocalcemia, puede no ser
reconocida o ser clinicamente significativa, especialmente en
adolescentes o adultos con defectos cardiacos conotruncales,
con riesgo de sufrir arritmias, sincopes o muerte stbita. Esta
hipocalcemia normalmente responde peor a la terapia estan-
dar que otras formas de hipocalcemia neonatal; de hecho, si se
miden las concentraciones de paratohormona, se comprueba
que éstas son invariablemente bajas o inexistentes en estos
pacientes. También pueden darse problemas de estatura o re-
trasos en la velocidad habitual de crecimiento del nifio (10-
40% de los pacientes), como consecuencia de deficiencias en
la produccion de hormona del crecimiento’.

Retraso psicomotor

Otra de las alteraciones asociadas a la microdelecion 22q11.2
es un retraso psicomotor cuya etiologia es bastante incierta y
puede estar influida por alteraciones en el habla secundarias a
una insuficiencia velopalatina, pérdida auditiva relacionada
con otitis media de repeticion o consecuencias de la cardiopa-
tia y su tratamiento. Las alteraciones estructurales cerebrales
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son también una posible explicacion de este retraso psicomotor,
ya que se han descrito multiples anomalias cerebrales asociadas
al sindrome de DiGeorge y a la microdelecion 22q11.2%.

La presencia de todos estos datos fenotipicos permite iden-
tificar a los pacientes con diagnéstico genético de microdele-
cién 22q11; aungue también pueden darse casos en que apa-
recen los rasgos dismérficos indicados y el estudio genético es
normal. Esto puede deberse a que se trate de una microdele-
cién indetectable con la sonda o la técnica empleada para su
localizacion (puede detectarse en el periodo prenatal y posna-
tal mediante la técnica FISH o fluorescence in situ hybridiza-
tion), a la presencia de mutaciones no identificadas en el gen
o0 genes responsables del sindrome, o bien a un falso positivo
en el que los rasgos faciales hicieron pensar en el sindrome®.

Tratamientos y reconstitucion inmune

Dado que el grado de afectacion del sistema inmunitario es muy
variable entre los individuos que presentan la delecién 22q11.2, el
tratamiento de la inmunodeficiencia asociada al sindrome variara
de igual forma. Como ya se ha mencionado, en muchos de los
casos la funcién de las células T es muy cercana a la normal y,
por lo tanto, no se requerird tratamiento ni monitorizacién cons-
tante de su sistema inmunitario’. En un 5-10% de los casos el
grado de afectacion timica es mayor, la funcién de las células T
se ve comprometida y se necesita una actuacion terapéutica.

En los casos de DGA completa, es decir, con inmunodeficien-
cia profunda, se ha observado que puede darse un desarrollo
extratimico de células T, pero la aparicién de estas células re-
presenta expansiones oligoclonales de un pequefio nimero de
células T que no son capaces de responder in vitro a mitdge-
nos, por lo que probablemente sean células no funcionales?'.
Este hecho ha sido confirmado por otros estudios que también
demuestran la persistencia de una profunda inmunodeficiencia
aunque se detecten células T de forma ocasional?. Estos casos
de DGA completa son candidatos a trasplante bien de timo, de
médula 6sea o de componentes de sangre periférica. Dado que
en estos individuos la inmunidad de las células T es practica-
mente nula, el rechazo de los trasplantes no suele suponer un
problema. También se ha propuesto el uso en estos pacientes
de timosina alfa-1, que ha mostrado estimular la diferencia-
cion de timocitos en pacientes con hepatitisZ.

Trasplante de médula ésea

Desde los afios 1987 y 1989 se ha conseguido trasplantar con
éxito médula 6sea con compatibilidad HLA (antigenos de los
linfocitos humanos) en pacientes con DGAZ+%. En ambos casos
se consiguid una reconstitucion inmune periférica y una mejo-
rfa y supervivencia notable de los pacientes, suponiendo una
alternativa eficaz cuando no era posible el trasplante timico.

Trasplante de células mononucleares
Se observé que el trasplante de médula ésea deplecionada de
células T no era efectivo en pacientes con DGA y que linfocitos

procedentes del timo y no células stem hematopoyéticas eran
capaces de reconstituir el sistema inmunitario de ratones ti-
mectomizados. Estas observaciones y la ausencia de defectos
o alteraciones en las células stem de los pacientes con DGA
hicieron sospechar que el éxito de los trasplantes de médula
6sea no era el resultado del desarrollo de estas células hema-
topoyéticas, sino que los linfocitos presentes en sangre perifé-
rica eran necesarios y suficientes para reconstituir el sistema
inmunitario de estos pacientes. De esta manera, se comprob6
que la infusién intravenosa de una suspension de células mo-
nonucleares de sangre periférica producia una normalizacion
de los recuentos de células Ty de la respuesta a mitgenos?’.
Esta infusién de células no requeria tratamientos preparativos
ni profilaxis frente a una posible reaccion injerto contra hués-
ped. Mediante este procedimiento se observé que los linfoci-
tos trasplantados producian respuestas inmunoldégicas humo-
rales y celulares frente a antigenos a los que el donante, pero
no el receptor, habia estado expuesto, proporcionando una de-
fensa inmunitaria frente a infecciones oportunistas a las que
puede verse expuesto el paciente con DGA completa.

Trasplante de tejido timico

Se han practicado con éxito trasplantes de timo fetal, consi-
guiendo reconstituir el sistema inmunitario. Algunos de estos
pacientes tenian una DGA parcial con una funcién de células T
detectable?® 2°. Posteriormente, se ha conseguido trasplantar
con éxito tejido timico posnatal en pacientes con DGA comple-
ta. Tras realizar dicho trasplante a 5 nifos sin células T detec-
tables, se observé un incremento de células T en circulacion y
el desarrollo de respuestas linfoproliferativas frente a mitége-
nos®® 3", Biopsias posteriores al trasplante mostraron que el
timo trasplantado presentaba caracteristicas morfoldgicas nor-
males y una produccion activa de células T. Mediante la cuan-
tificacion de unos elementos denominados TREC (TCR rearran-
gement excision circles), que han demostrado ser marcadores
de la funcion timica®, también se comprobd que en alguno de
los nifios existia una produccién de nuevas células Ty la apa-
ricion de células T virgenes que pasaban a sangre periférica
durante més de 5 afios después del trasplante®® ¥, Ademas,
se ha comprobado que tras el trasplante timico también se
consigue una normalizacién del repertorio de receptores de
células T V-beta (TCR-V-beta)?®, lo que es indicativo de que
existe una timopoyesis que es capaz de establecer un nuevo
repertorio de células T que puede responder frente a antige-
nos extrafios?.

Estos resultados hacen pensar que el trasplante timico en
nifios con DGA completa puede restaurar una funcién inmuno-
l6gica normal. Por otro lado, el tejido timico posnatal puede
cultivarse y es mucho mas abundante que el timo fetal, hacien-
do més accesible o viable dicho trasplante en pacientes con
sindrome de DiGeorge. Por tanto, el trasplante de tejido timico,
antes de la aparicion de posibles infecciones, es altamente
aconsejable en pacientes con DGA que no muestren respuesta
linfoproliferativa a mitégenos, dado que puede permitir una
reconstitucién de su sistema inmunitario.
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Conclusiones

Existen todavia muchos aspectos clinicos y genéticos de los
sindromes asociados a la delecion 22q11.2 que se desconocen:
el porqué una misma alteracion genética puede afectar de for-
ma tan distinta a los pacientes en los que aparece 0 c6mo pa-
cientes fenotipicamente similares pueden tener alteraciones
en cromosomas distintos. Distintos tratamientos han mostrado
su eficacia a la hora de reconstituir un sistema inmunitario in-
capaz de responder frente a los antigenos extrafios en los ca-
sos de DGA completa. En cualquier caso, es recomendable
instaurar estos tratamientos de forma temprana, con el fin de
evitar las complicaciones que pueden surgir a causa de infec-
ciones oportunistas. Se precisan nuevos estudios y el desarro-
llo de nuevos tratamientos para abordar el abanico de altera-
ciones a distintos niveles que se producen en estos pacientes,
con el fin de limitar o paliar las deficiencias asociadas a la
delecion 22q11.2. [H
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