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Resumen

Fundamento: El sindrome de la delecion 22q11.2 es el mas frecuente sindrome de microdeleciéon humana. El fenotipo,
altamente variable, se caracteriza por defecto cardiaco conotruncal, dismorfias faciales, insuficiencia velofaringea,
dificultad de aprendizaje y retardo mental.

Objetivo: El objetivo de este trabajo fue investigar la frecuencia tanto de la delecién 22¢q11.2 en una muestra brasilena
de individuos portadores de cardiopatia conotrucal aislada, como del fenotipo del sindrome de la delacién 22q11.2.

Métodos: Se estudiaron a 29 pacientes por medio de citogenética clasica, por hibridacion in situ fluorescente (FISH) y
también por técnicas moleculares.

Resultados:El analisis citogenético por medio de bandeo G revel6 cariotipo normal en todos los pacientes, con excepcién
de uno, que presento cariotipo 47,XX, +idic(22)(q11.2). Con la utilizacién de técnicas moleculares, se observé la delecion
en el 25% de los pacientes, todos portadores del fenotipo del sindrome de la delecién 22q11.2. En ningiin de los casos,
la delecién se heredé de los padres. La frecuencia de la delecién 22q11.2 en el grupo de pacientes portadores del
espectro clinico de este sindrome resulté mayor que en el grupo de pacientes con cardiopatia conotruncal aislada.

Conclusion: La investigacion de la presencia de delecion y su correlacién con los datos clinicos de los pacientes pueden
auxiliar los pacientes y sus familias a tener un mejor aconsejamiento genético, asi como un seguimiento clinico mas adecuado.

(Arq Bras Cardiol 2009;92(4):298-302)
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Introduccion

Durante muchos afios se consider6 que los sindromes
de DiGeorge (DCS), velocardiofacial (VCFS) y de anomalfas
faciales y conotruncales (CAFS) eran sindromes distintos. Sin
embargo, como presentan la misma etiologia —la delecién
de la regién q11.2 del cromosoma 22—, dichos sindromes se
clasifican como variaciones de un mismo espectro clinico,
con superposicién de fenotipo y expresividad variable,
denominado sindrome de la delecién 22q11.2". Una de las
caracteristicas mas frecuentes de ese sindrome es la presencia
de malformacién cardiaca conotruncal, pero otras alteraciones
pueden presentarse, tales como paladar hendido, hipoplasia
de timo y de glandula paratiroide, dismorfias faciales,
voz nasalizada, dificultad de aprendizaje, enfermedades
psiquiétricas y retardo mental leve?.

La delecion 22q11.2, cuya frecuencia resulta en cerca de
1:4000 nacidos vivos®, esta presente en alrededor del 90% de
los pacientes con el fenotipo del sindrome?. La delecion resulta
esporadica aproximadamente en el 90% de los casos; el 10%
de ellos la hereda de uno de los padres®. La gran mayoria de los
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pacientes (87%) presenta una delecion de 3Mb (megabases)*.
No se puede detectar la delecién por medio de citogenética
clasica (cariotipo), siendo necesaria la utilizacién de otras
técnicas, tales como la de hibridacién in situ fluorescente
(FISH) y la de marcadores polimérficos de ADN.

La identificacion de una delecion esporadica implica un
bajo riesgo de recurrencia (del 1 al 3%), mientras que en una
delecién heredada, hay un riesgo del 50% de transmision
del sindrome'®. De esa forma, investigaciones citogenéticas
y moleculares, tanto en los individuos afectados como en sus
padres, resultan fundamentales para un diagnéstico preciso,
asi como para un aconsejamiento genético adecuado.

El objetivo de este estudio fue evaluar la constituciéon
cromosémica y la frecuencia de la delecién 22q11.2, tanto
en pacientes portadores de cardiopatia conotruncal aislada
como en portadores del espectro clinico del sindrome de
la delecién 22q11.2. En los casos en que la delecién se
presentaba, verificamos si era la forma heredada o no. Ademas
de ello, comparamos la eficiencia de las metodologias de
FISH y de marcadores polimérficos de ADN para detectar la
delecién 22q11.2.

Casuistica

La muestra estaba conformada por 29 pacientes (Tabla 1).
Los criterios clinicos para inclusién fueron los siguientes: (1)
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malformacién cardiaca conotruncal asociada a otros aspectos
clinicos del sindrome de la delecién 22q11.2 (13 pacientes);
(I1) fenotipo caracteristico del sindrome de la delecién 22¢11.2,
sin cardiopatia (10 pacientes); y (lll) malformacién cardiaca
conotruncal aislada (6 pacientes). La mayoria de los pacientes
provenia del nido de la maternidad y del Centro de Genética
Médica, ambos del Hospital Sao Paulo; los demas provinieron
de otros hospitales de Sao Paulo. La cantidad de 17 familias
estaban compuestas por los propositus y sus genitores, siete por
los propositus y su madre, y cinco sélo por los propositus.

Cuando disponibles, se estudiaron a los padres de los
pacientes con la técnica de marcadores de ADN. Si el nino
presentaba delecién, se estudiaron a los padres por medio de la
FISH, con la finalidad de investigar si la delecién era heredada o
no. El Comité de Etica en Investigacién de la Universidad Federal
de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo aprobé este estudio. Todas las
familias de los popositus firmaron el formulario consentimiento
informado para participar en esta investigacion.

Métodos
Analisis citogenético

Se realizaron culturas de linfocitos para el andlisis de cariotipo’.
Se analizaron 15 metafases por individuo. Se clasificaron los
cromosomas metafésicos, con resolucion de 400-550 bandas
cromosémicas, conforme el ISCN (International System for
Human Cytogenetic Nomenclature) (2005). Cuando necesario,
se utilizaron técnicas adicionales de bandeo C y coloracién de
las regiones organizadoras de nucléolo (NOR).

Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Se realizé la técnica de FISH a partir de la cultura de linfocitos,
con sonda comercial que consiste en la marcacién simultanea de
la regién de la DGS —que incluye el gen TUPLET (marcacién en
rojo)—y de la regién terminal del cromosoma 22 como control
(marcacion en verde) (Cytocell®- Cambridge) (Figura 1). Se
analizaron 20 metafases y/o 100 ntcleos interfasicos de cada
paciente. En los casos que presentaron un cromosoma marcador,
se utiliz6 la sonda para centrémero de los cromosomas 14/22
(D1421/D2271 - Vysis®) y sondas de césmidos (c106e4 y c103a2)
para region critica del sindrome cat eye.

Estudio por marcadores polimoérficos de ADN

Se extrajo el ADN a partir de linfocitos de sangre periférica®.
Se realizé la técnica de PCR?, con utilizacién de primers para
tres loci polimérficos ubicados en la regién cominmente
delecionada: D225941, D225944N y D225264'*"2 (Figura
1). Se probaron los productos de PCR en gel de agarosa al 1%
para verificar la presencia de amplificacion y, enseguida, se
evaluaron los polimorfismos de tamario en gel de poliacrilamida
denaturante de alta resolucién (GeneGel HyRes-Amersham
Biosciences®) coloreado con nitrato de plata.

Este trabajo fue financiado por CAPES (Coordinacion de
Perfeccionamiento de Personal de Nivel Superior), FADA
(Fondo de Auxilio a los Docentes y Alumnos — UNIFESP) y
FAPESP (Fundacién de Amparo a la Investigacién del Estado
de Sao Paulo).
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Resultados

Entre los 29 pacientes estudiados, 13 eran del sexo
femeninoy 16 del masculino, con edades que variaban entre
un dia 'y 28 anos (Tabla 1).

Se realizé el andlisis del cariotipo en 28 de los 29 pacientes
(no se pudo colectar sangre periférica de uno de los pacientes);
todos tuvieron resultados normales, con excepcién de
uno (S77), que presenté el cariotipo 47,XX,+mar. Tras la
realizacion de las técnicas de FISH y de bandeo C y NOR,
ese cariotipo se mostré como 47,XX, +idic(22)(pter—q11.2::
q11.2—>pter).

Entre los pacientes con cariotipo normal, se observé la
delecion 22q11.2 en el 25% (7/28) de los pacientes estudiados.
Sin embargo, cuando analizamos los grupos separadamente,
la delecion se presentaba: en cerca del 42% (5/12) de los
pacientes con fenotipo del sindrome asociado a cardiopatia;
en el 20% (2/10) de los individuos con fenotipo del sindrome,
pero sin cardiopatia; y en ningtn de los pacientes (0/6) con
cardiopatia conotruncal aislada. Verificamos que ninguna de
las deleciones era heredada.

Toméndose en consideracién los datos de los tres
marcadores polimérficos de ADN en su conjunto, se obtuvo
un resultado informativo respecto a la presencia de la delecién
en el 94% (16/17) de las familias compuestas por pacientes
y ambos genitores, asi como en el 71% (5/7) de las familias
compuestas por paciente y madre y, también en el 25% (1/4)
de los casos en que estudiamos solamente el propositus.
Cuando consideramos todos los casos, encontramos resultados
informativos de los marcadores en el 79% de los casos
(22/28).

Discusion

No se detecté la delecion 22q11.2 a través del analisis del
cariotipo, lo que refuerza la idea de que esa técnica resulta
poco eficaz para la investigacion de dicho defecto. No
obstante, el examen de cariotipo se muestra necesario para
investigarse otras aberraciones cromosémicas relacionadas a
la cardiopatia, como en el caso de la paciente que presentd
cariotipo 47,XX, +idic(22)(pter—q11.2::q11.2—>pter). La
hipétesis diagndstica inicial para dicha paciente fue el
sindrome de la delecién 22q11.2, en virtud de la presencia
de anomalias fenotipicas e interrupcién del arco aértico
tipo B, un defecto cardiaco que esta presente en el 50%
de los casos de delecién 22q11.2". Sin embargo, como el
cariotipo revel6 la presencia de un marcador isodicéntrico
derivado del cromosoma 22, el diagnéstico final fue de
tetrasomia parcial del cromosoma 22 o sindrome cat eye
(CES), un sindrome malformativo raro, cuyo diagnéstico
se basa en la presencia de un cromosoma marcador extra,
derivado del cromosoma 22, En ese caso, la técnica de
FISH también se mostr¢ eficiente para el perfeccionamiento
del diagnéstico citogenético.

Todavia no se estableci6 suficientemente en la literatura la
frecuencia de la delecién 22q11.2 asociada al sindrome de la
delecion 22q11.2. Ella puede variar, entre otros factores, de
acuerdo con la muestra estudiada y con la técnica utilizada para
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Datos de los pacientes

Paciente Sexo Edad;r\n!:u:)traimera Tipo de cardiopatia DNPM [;;I;c;ozn
S19 M 10a 8m Estenosis pulmonar retraso -
S26 M 7a8m CIV e insuficiencia atrtica normal -
S48 M RN Interrupcion del arco aértico / +
S49 M 112 5m Tetralogia de Fallot retraso +
S52 F 282 11m CIAYy prolapso mitral retraso -
S69 M RN CIA, CIV perimembranosa / +
Fenotipo del sindrome 70 M RN Hipoplasia de v«lentriculo derecho y atresia de / B
y cardiopatia vélvula pulmonar
S71 M RN CIV e interrupcion del arco aortico / -
S72 F m Defecto de septo atrioventricular CIV' y CIA retraso +
83 E RN Defecto de septo :‘t)r(i)o'\ézr:tgﬁiufr forma completa / )
386 M 9a 2m Persistencia del czr;ellga;r(i;tléhipoplasia istmica retraso B
S94 F 7a5m CIV e hipertension pulmonar retraso +
S1 F 12a9m - retraso -
S2 F 6a11m - retraso -
S4 F 7a3m - retraso -
Fenotipo del sindrome S5 M 5210m - retraso +
sin cardiopatia s7 F 3a9m - retraso -
$10 F 7a6m - retraso +
S22 M 4a11m - retraso -
S29 F 10a 6m - normal -
S38 F 6a 10m - retraso -
S45 M 2a8m - retraso -
S32 M 11a5m Tetralogia de Fallot normal -
S35 M 11a7m Vélvula adrtica bicispide normal -
Cardiopatia aisada S40 M 16a 1m Comunicacion interventricular Tetralogia de Fallot normal -
s b
S59 F 3a8m Tetralogia de Fallot normal -
S65 M m Tetralogia de Fallot / -
Sindrome Cat Eye S77 F 4m CIV e interrupcion del arco aortico tipo B / -

F - femenino;, M - masculino; RN - recién-nacido; +: presencia; -: ausencia; /: no determinado; a - afios; m - meses; C.1.V - comunicacion interventricular;

C.I.A. - comunicacion interatrial.

la deteccion. El andlisis molecular, incluidos los marcadores de
ADN 'y FISH, muestra que la delecién estd presente en cerca del
80-90% de los casos del sindrome?'>'®, En nuestro estudio, se
verifico la delecién 22q11.2 en el 25% de la muestra, frecuencia
menor que la relatada en la literatura.

Un factor que podria explicar esa baja frecuencia de la
delecién es la gran variabilidad fenotipica observada en los
pacientes de ese estudio, una vez que la muestra comprende
desde pacientes con cardiopatia aislada hasta pacientes

con el cuadro completo del sindrome. De acuerdo con la
literatura, la frecuencia de delecién 22q11.2 entre los pacientes
portadores de cardiopatia conotruncal aislada es de cerca del
29%'"7'8, mucho menor que la frecuencia de delecién entre
los pacientes con cardiopatfa asociada a otros senales clinicas
(80-90%)>'>°. En nuestra casuistica, ningtin de los seis pacientes
con cardiopatia aislada presenté delecién 22q11.2, un hallazgo
que corrobora el hecho de que dicha enfermedad sea mas
frecuente en pacientes que presentan, ademas de cardiopatia,
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Figura 1 - (a) Metafase de un paciente portador de delecion 22q11.2 sometida a la técnica FISH. La sefial roja indica la regién 22q11.2 y la sefial verde, la region control
terminal del cromosoma 22, utilizada como control. La flecha indica el cromosoma 22 delecionado, y muestra la presencia de la region control solamente. (b) Esquema
del cromosoma 22 muestra la regién comtnmente delecionada de 3Mb, los marcadores polimorficos de ADN y las sondas de FISH utilizados en este estudio.

otras sefiales fenotipicas asociadas'”'®.

Se encontraron todas las deleciones en pacientes con
el espectro clinico del sindrome, tanto en portadores de
cardiopatia, como en los que no presentaban cardiopatia.
Esos datos muestran que se debe investigar pacientes
con caracteristicas fenotipicas faciales del sindrome con
relacién a la presencia de delecién, aunque no presenten
malformaciones cardiacas.

La edad de los pacientes también puede haber influido
en la frecuencia de la delecién, una vez que los pacientes
seleccionados presentaron edades bastante variadas, y si se
toma en cuenta el hecho de que en nifios muy pequefios el
fenotipo no se muestra siempre de modo evidente.

Varios individuos (15/22), aunque eran portadores de
senales clinicas del sindrome, no presentaron delecién
detectable y, a pesar de que la delecion 22q11.2 sea la
etiologfa mas probable, otras causas pueden ser responsables
por el fenotipo. Entre ellas estan las mutaciones en los genes
presentes en esa region (22q11.2), asi como en genes de otras
regiones relacionadas a cardiopatias congénitas conotruncales,
como por ejemplo 8p23.1"y 10p13%.

Con relacion al uso de marcadores polimérficos de
ADN, de acuerdo con nuestros resultados concluimos
que lo ideal es estudiar el propositus y sus dos genitores,
aunque el estudio aislado del paciente puede revelar
resultados normales cuando el individuo es heterocigoto,
independientemente del estudio molecular de los padres.
Asi, se puede realizar la evaluacién molecular en nifos
con el fenotipo del sindrome de la delecion 22q11.2 como
primer triaje, con la finalidad de detectar la delecién 22q,
antes que se utilice a la FISH. Ademés de ello, cuando no
es posible colectar sangre periférica de los pacientes, se
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pueden realizar los ensayos moleculares con ADN extraido
de otros tejidos.

En este trabajo, utilizamos tres marcadores de ADN
ubicados en la region que esta delecionada en cerca del98%
de los pacientes con el fenotipo del sindrome, lo que aumenta
la tasa de éxito de la investigacion de la enfermedad en
cuestién. Sin embargo, esos marcadores pueden no detectar
deleciones atipicas, es decir, deleciones de segmentos que
estén fuera de la regién tipicamente delecionada, lo que
ocurre en un frecuencia del 2% en pacientes con el fenotipo
del sindrome?.

La delecion 22q11.2 no estaba presente en ningtn de los
genitores de nifos con dicha enfermedad, lo que caracteriza
todas las deleciones de los propositus como esporadicas.

Conclusiones

Los datos de este estudio sugieren que la delecién 22q11.2 en
pacientes portadores del cuadro clinico del sindrome resulta mas
frecuente que en aquellos portadores de cardiopatia conotruncal
aislada. En cuanto a las metodologfas utilizadas para deteccién,
la técnica de FISH se muestra més precisa para detectarse la
delecion, si se la compara a la técnica de marcadores de ADN.
La técnica de FISH posibilita la investigacién de la presencia de
alteraciones cromosémicas en los padres de nifios portadores de
la delecion, lo que determina el riesgo reproductivo de la pareja.
La investigacion de la presencia de la delecion y su correlacién
con los datos clinicos de los pacientes puede auxiliar el cardiélogo
a realizar un mejor seguimiento a los pacientes.
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