Artigo Original

Delecao 22q11.2 em Pacientes com Defeito Cardiaco Conotruncal e
Fenétipo da Sindrome da Delecao 22q11.2

22q11.2 Deletion in Patients with Conotruncal Heart Defect and del22q Syndrome Phenotype
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Resumo

Fundamento: A sindrome da delecao 22q11.2 é a mais freqiiente sindrome de microdelecio humana. O fenétipo é
altamente variavel e caracterizado por defeito cardiaco conotruncal, dismorfias faciais, insuficiéncia velofaringea,
dificuldade de aprendizagem e retardo mental.

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi investigar a freqiiéncia da delecao 22q11.2 em uma amostra brasileira de
individuos portadores de cardiopatia conontrucal isolada e do fenétipo da sindrome da delecao 22q11.2.

Métodos: Vinte e nove pacientes foram estudados por meio de citogenética classica, por hibridacao in situ fluorescente
(FISH) e por técnicas moleculares.

Resultados: A andlise citogenética por meio de bandamento G revelou cariétipo normal em todos os pacientes, com
excecao de um que apresentou cariétipo 47,XX,+idic(22)(q11.2). Com o uso de técnicas moleculares, a delecao foi
observada em 25% dos pacientes, todos portadores do fenétipo da sindrome da delecao 22q11.2. Em nenhum dos
casos, a delecao foi herdada dos pais. A freqiiéncia da delecao 22q11.2 foi maior no grupo de pacientes portadores do
espectro clinico da sindrome da delecao 22q11.2 do que no grupo de pacientes com cardiopatia conotruncal isolada.

Conclusao: A investigacao da presenca da delecao e sua correlacao com os dados clinicos dos pacientes podem auxiliar
os pacientes e suas familias a terem um melhor aconselhamento genético e um seguimento clinico mais adequado. (Arq
Bras Cardiol 2009;92(4):307-311)
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Summary
Background: The 22q11.2 deletion syndrome is the most frequent human microdeletion syndrome. The phenotype is highly variable, being
characterized by conotruncal heart defect, facial dysmorphisms, velopharyngeal insufficiency, learning difficulties and mental retardation.

Objective: The objective of this study was to investigate the frequency of deletion 22q11.2 in a Brazilian sample of individuals with isolated
conotruncal heart defect and 22q11.2 deletion syndrome phenotype.

Methods: Twenty-nine patients were studied by classical cytogenetics, by fluorescence in situ hybridization (FISH), and by molecular techniques.

Results: Cytogenetic analysis by G-banding revealed a normal karyotype in all patients except one who presented a 47,XX, +idic(22)(q11.2)
karyotype. Using molecular techniques, a deletion was observed in 25% of the patients, all exhibiting a 22q11.2 deletion syndrome phenotype.
In none of the cases the deletion was inherited from the parents. The frequency of 22q11.2 deletion was higher in patients with the clinical
spectrum of the 22q11.2 deletion syndrome than in patients with isolated conotruncal heart defect.

Conclusion: Investigating the presence of the deletion and its correlation with the patients’ clinical data can help the patients and their families
to have a better genetic counseling and more adequate clinical follow-up. (Arq Bras Cardiol 2009,92(4):289-293)
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Introducao

As sindromes de DiGeorge (DGS), velocardiofacial (VCFS)
e de anomalias faciais e conotruncais (CAFS) durante muitos
anos foram consideradas como sendo sindromes distintas.
No entanto, por possuirem a mesma etiologia, a delecao da
regidao q11.2 do cromossomo 22, sao atualmente classificadas
como sendo variagoes de um mesmo espectro clinico,
com sobreposicao de fenétipo e expressividade variavel,
denominado sindrome da delecdo 22q11.2". Uma das
caracterfsticas mais freqlientes dessa sindrome é a presenca de
malformagao cardfaca conotruncal, porém outras alteragoes
podem estar presentes, tais como palato fendido, hipoplasia
de timo e de glandula paratiredide, dismorfias faciais, voz
nasalada, dificuldade de aprendizagem, doencas psiquiatricas
e retardo mental leve?.

A frequiéncia da delegao 22q11.2 é de aproximadamente
1:4000 nascidos vivos® e estd presente em cerca de 90%
dos pacientes com o fenétipo da sindrome*. A delegdo é
esporadica em aproximadamente 90% dos casos e herdada de
um dos pais em 10% deles’. A grande maioria dos pacientes
(87%) apresenta uma delegdo de 3Mb (megabases)*. Nao é
possivel detectar a delecao por meio de citogenética classica
(cariétipo), sendo necessdria a utilizagao de outras técnicas,
tais como a de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) e a de
marcadores polimérficos de DNA.

A identificacdo de uma delecao esporadica implica
em baixo risco de recorréncia (1 a 3%), enquanto que em
uma delecdo herdada, hd um risco de 50% de transmissao
da delecao'®. Dessa forma, investigacoes citogenéticas
e moleculares nos individuos afetados e seus pais sao
fundamentais para um diagnéstico preciso, bem como para
um aconselhamento genético adequado.

O objetivo deste estudo foi avaliar a constituicao
cromossdmica e a freqliéncia da delecdo 22q11.2 em pacientes
portadores de cardiopatia conotruncal isolada e em portadores
do espectro clinico da sindrome da delegao 22q11.2. Nos
casos em que a delegdo estava presente, verificamos se era a
forma herdada ou nao. Além disso, comparamos a eficiéncia
das metodologias de FISH e de marcadores polimérficos de
DNA para a detecgao da delegao 22q11.2.

Casuistica
A amostra consistia de 29 pacientes (Tabela 1). Os critérios
clinicos para inclusdo foram: () malformagao cardiaca

conotruncal associada a outros aspectos clinicos da sindrome da
delegao 22q11.2 (13 pacientes); (Il) fendtipo caracteristico da
sindrome da delegdo 22q11.2, sem cardiopatia (10 pacientes);
e (Ill) malformagao cardiaca conotruncal isolada (6 pacientes). A
maioria dos pacientes era proveniente do bergario e do Centro
de Genética Médica, ambos do Hospital Sao Paulo; os outros
foram provenientes de outros hospitais de Sdo Paulo. Dezessete
familias foram compostas por probando e seus genitores, sete
por probando e mae e cinco, apenas pelo probando.

Os pais dos pacientes, quando disponiveis, também foram
estudados pela técnica de marcadores de DNA e, quando a
crianca apresentava delegao, eles também foram estudados
por FISH, com a finalidade de investigar se a delegdo era
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herdada ou ndo. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/
Hospital Sdo Paulo. Todas as familias dos probandos deram o
consentimento informado para participacao nesta pesquisa.

Métodos

Analise citogenética

Culturas de linfécitos foram realizadas para a anélise de
cariétipo’. Quinze metafases foram analisadas por individuo.
Os cromossomos metafdsicos, com resolucdo de 400-550
bandas cromossdmicas, foram classificados conforme o ISCN
(International System for Human Cytogenetic Nomenclature)
(2005). Técnicas adicionais de bandamento C e de coloracdo
das regioes organizadoras de nucléolo (NOR) foram usadas
quando necessério.

Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

A técnica de FISH foi realizada, a partir da cultura de
linfécitos, com sonda comercial que resulta na marcagao
simultanea da regido cromossémica da DGS que inclui o
gene TUPLET (marcagao em vermelho) e da regiao terminal
do cromossomo 22 como controle (marcacao em verde)
(Cytocell®- Cambridge) (figura 1). Vinte metéfases e/ou 100
nicleos interfasicos de cada paciente foram analisados. No
caso em que havia um cromossomo marcador, foi utilizada
a sonda para centromero dos cromossomos 14/22 (D14Z1/
D2271 - Vysis®) e sondas de cosmideos (c106e4 e c103a2)
para regido critica da sindrome cat eye.

Estudo por marcadores polimérficos de DNA

O DNA foi extraido a partir de linfocitos de sangue
periférico® e a técnica de PCR? foi realizada utilizando primers
para trés loci polimérficos localizados na regiao comumente
deletada: D225941, D22S944N e D225264'*"2 (Figura 1).
Os produtos da PCR foram testados em gel de agarose a
1% para verificar a presenga da amplificagao e em seguida,
os polimorfismos de tamanho foram avaliados em gel de
poliacrilamida desnaturante de alta resolugao (GeneGel HyRes-
Amersham Biosciences®) corado com nitrato de prata.

Este trabalho foi financiado pela CAPES, FADA e FAPESP

Resultados

Dentre os 29 pacientes estudados, 13 eram do sexo
feminino e 16 do masculino, com idades variando entre um
dia e 28 anos (Tabela 1).

A analise do cariétipo foi realizada em 28 dos 29 pacientes
(ndo foi possivel coletar sangue periférico de um dos pacientes)
e todos apresentaram resultados normais, com excegao de um
dos pacientes (S77) que apresentou o cariétipo 47,XX,+mar.
Ap6s a realizagao das técnicas de FISH e de bandamento C
e NOR, esse cariétipo foi dado como 47,XX, +idic(22)(pter—
q11.2::q11.2—pter).

Entre os pacientes com cariétipo normal, a delegao 22q11.2
foi observada em 25% (7/28) dos pacientes estudados.
Entretanto, quando analisamos os grupos separadamente, a
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Dados dos pacientes

Paciente Sexo Idca:)dnes:ﬁ;’ Tipo de cardiopatia DNPM 2;::1(’;%;

S19 M 10a 8m Estenose pulmonar atraso -
S26 M 7a8m ClIV e insuficiéncia aortica normal -
S48 M RN Interrupgao do arco adrtico / +
S49 M 11a 5m Tetralogia de Fallot atraso +
S52 F 28a 11m CIA e prolapso mitral atraso -

Fenotipo da S69 M RN CIA, CIV perimembranosa / +

sindrome e

cardiopatia S70 M RN Hipoplasia de ventriculo direito e atresia de vélvula pulmonar / -
S71 M RN CIV e interrupgéo do arco adrtico / -
S72 F m Defeito de septo atrio-ventricular, CIV e CIA atraso +
S83 F RN Defeito de septo atrio-ventricular forma completa tipo A de Rastelli / -
S86 M 9a2m Persisténcia do canal arterial, hipoplasia istmica da aorta atraso -
S94 F 7a5m CIV e hipertensdo pulmonar atraso +
S1 F 12a9m - atraso -
S2 F 6a11m - atraso -
S4 F 7a3m - atraso -
S5 M 5a 10m - atraso +

Fenctipo da s7 F 3a9m - atraso -

sindrome sem

cardiopatia $10 F 7abm - atraso +
S22 M 4a11m - atraso -
S29 F 10a 6m - normal -
S38 F 6a 10m - atraso -
S45 M 2a8m - atraso -
S32 M 11a 5m Tetralogia de Fallot normal -
S35 M 11a7m Valva aortica bicuspide normal -
S40 M 16a 1m Comunicagéo interventricular fallotizada normal -

Cardiopatia isolada 43 M 8a 11m Tetralogia de Fallot, CIV sub-adrtica e estenose do ramo normal i

direito da artéria pulmonar

S59 F 3a8m Tetralogia de Fallot normal -
S65 M m Tetralogia de Fallot /

'Cat Eye Syndrome S77 F 4m CIV e interrupgéo do arco adrtico tipo B / -

F - feminino; M - masculino; RN - recém-nascido; +: presenga; -: auséncia, /: ndo determinado; a - anos; m - meses; C.I.V - comunicagdo interventricular; C.l.A. -

comunicagao interatrial.

delegdo estava presente em aproximadamente 42% (5/12) dos
pacientes com fenétipo da sindrome associado a cardiopatia,
em 20% (2/10) dos individuos com fendtipo da sindrome,
mas sem cardiopatia e em nenhum dos pacientes (0/6) com
cardiopatia conotruncal isolada. Verificamos que nenhuma
das delecoes era herdada.

Considerando os dados dos trés marcadores polimérficos
de DNA conjuntamente, um resultado informativo quanto a
presenca da delegao foi obtido em 94% (16/17) das familias
compostas por pacientes e ambos os genitores, em 71%
(5/7) das familias compostas por paciente e mae e em 25%
(1/4) dos casos em que estudamos s6 o probando. Quando

consideramos todos os casos, encontramos resultados
informativos dos marcadores em 79% dos casos (22/28).

Discussao

A delecao 22q11.2 nao foi detectada pela andlise do
cariétipo, reforgando a idéia de que essa técnica é pouco
eficaz para a investigacao da delegao. No entanto, o exame
de cariétipo é necessario para a investigacao de outras
aberragoes cromossoémicas relacionadas a cardiopatia,
como no caso da paciente que apresentou cariétipo

47,XX,+idic(22)(pter—q11.2::q11.2—pter). A hipétese

Arq Bras Cardiol 2009;92(4):307-311
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Fig. 1- (a) Metafase de um paciente portador de delegédo 22q11.2 submetida a técnica FISH. O sinal vermelho indica a regido 22q11.2 e o sinal verde a regiao controle
terminal do cromossomo 22, usada como controle. A seta indica o cromossomo 22 deletado, mostrando a presenga apenas da regiéo controle. (b) Esquema do cromossomo
22 mostrando a regido comumente deletada de 3Mb, os marcadores polimoérficos de DNA e as sondas de FISH utilizados neste estudo.

diagnostica inicial para essa paciente foi a sindrome
da delecdo 22q11.2, devido a presenca de anomalias
fenotipicas e interrupgdo do arco aértico tipo B, um defeito
cardiaco que estd presente em 50% dos casos de delegao
22q11.2". Entretanto, como o cariétipo revelou a presenga
de um marcador isodicéntrico derivado do cromossomo 22,
o diagnéstico final foi a tetrassomia parcial do cromossomo
22 ou sindrome cat eye (CES), uma sindrome malformativa
rara, cujo diagnéstico é baseado na presenca de um
cromossomo marcador extra, derivado do cromossomo 224,
Nesse caso, a técnica de FISH também se mostrou eficiente
para o aprimoramento do diagnéstico citogenético.

A freqiiéncia da delecdo 22q11.2 associada a sindrome
da delecdao 22q11.2 ainda ndo esta bem estabelecida na
literatura e pode variar, entre outros fatores, de acordo com
aamostra estudada e com a técnica utilizada para a deteccao.
A andlise molecular, incluindo marcadores de DNA e FISH,
mostra que a delecao estd presente em cerca de 80-90% dos
casos da sindrome?'>'°. Em nosso estudo, a delecao 22q11.2
foi encontrada em 25% da amostra, freqiiéncia menor do que
a relatada na literatura.

Um fator que poderia explicar essa baixa freqiiéncia da
delecdo é a grande variabilidade fenotipica observada nos
pacientes desse estudo, uma vez que a amostra compreende
desde pacientes com cardiopatia isolada até pacientes com o
quadro completo da sindrome. De acordo com a literatura, a
frequiéncia de delecao 22q11.2 entre os pacientes portadores
de cardiopatia conotruncal isolada é de cerca de 29%'""'8,
bem menor do que a frequéncia de delecdo entre os
pacientes com cardiopatia associada a outros sinais clinicos
(80-90%)>'*1°. Em nossa casuistica, nenhum dos seis pacientes
com cardiopatia isolada apresentou delecao 22q11.2, um
achado que corrobora o fato da delecao ser mais freqtiente
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em pacientes que apresentam, além da cardiopatia, outros
sinais fenotipicos associados'”'®.

Todas as delegdes foram encontradas em pacientes com
o espectro clinico da sindrome, tanto em portadores de
cardiopatia, como nos que ndo apresentavam cardiopatia. Esses
dados mostram que pacientes com caracteristicas fenotipicas
faciais da sindrome, mesmo sem as malformagbes cardiacas,
devem ser investigados quanto a presenca da delecao.

A idade dos pacientes também pode ter influenciado a
freqiéncia da delegao, uma vez que os pacientes selecionados
apresentaram idades bem variadas e o fato de que em criangas
muito pequenas o fenétipo nem sempre é tao evidente.

Vérios individuos (15/22), apesar de serem portadores
de sinais clinicos da sindrome, nao apresentaram delegdo
detectavel e, apesar de a delecao 22q11.2 ser a etiologia
mais provavel, outras causas podem ser responséveis pelo
fenétipo. Entre elas estdo as mutagdes nos genes presentes
nessa regiao (22q11.2) e em genes de outras regides
relacionadas a cardiopatias congénitas conotruncais, tais
como 8p23.1"e 10p132°.

Em relacdo ao uso de marcadores polimérficos de
DNA, de acordo com nossos resultados concluimos que o
ideal é estudar o probando e os dois genitores, embora o
estudo isolado do paciente possa revelar resultados normais
quando o individuo é heterozigoto, independente do estudo
molecular dos pais. Assim, a avaliagdo molecular pode
ser realizada em criangas com o fenétipo da sindrome da
delecao 22q11.2 como primeira triagem para se detectar
a delecao 22q, antes de se utilizar a FISH. Além disso, na
impossibilidade de colher sangue periférico dos pacientes,
os ensaios moleculares podem ser realizados com DNA
extraido de outros tecidos.
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Neste trabalho, utilizamos trés marcadores de DNA
localizados na regido que esta deletada em aproximadamente
98% dos pacientes com o fenétipo da sindrome, o que
aumenta a taxa de sucesso na investigagao da delegao. No
entanto, esses marcadores podem ndo detectar delegdes
atipicas, ou seja, delegdes de segmentos que estejam fora da
regido tipicamente deletada, que ocorrem a uma freqtiéncia
de 2% em pacientes com o fenétipo da sindrome*.

A delegao 22q11.2 nao estava presente em nenhum dos
genitores das criangas com a delecao, caracterizando assim,
todas as delegdes dos probandos como esporadicas.

Conclusoes

Os dados deste estudo sugerem que a delegdo 22q11.2
é mais freqliente em pacientes portadores do quadro
clinico da sindrome, do que em pacientes portadores de
cardiopatia conotruncal isolada. Quanto as metodologias
utilizadas para deteccdo, a técnica de FISH é mais precisa
para se detectar delegdo do que a técnica de marcadores
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