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INTRODUCAO

A sindrome de delecdo 22qll.2 (SD22qll) (OMIM

RESUMO

OBJeTIvo. A sindrome de delecdo 22ql11.2 é considerada hoje uma das doengas genéticas mais
frequentes em humanos. Caracteriza-se clinicamente por um espectro fenotipico bastante amplo, com
mais de 180 achados ja descritos, tanto fisicos como comportamentais. Contudo, nenhum deles é
patognomonico ou mesmo obrigatdrio, o que acaba dificultando o diagndstico. Assim, o objetivo do
presente estudo foi determinar a prevaléncia e as caracteristicas clinicas de pacientes com microdelecdo
22g11.2 em uma amostra selecionada de individuos com suspeita clinica de sindrome de delecdo
22q11.2 e cariétipo normal.

Metobos. Uma amostra selecionada de 30 pacientes com suspeita clinica da sindrome de delegéo
22q11.2 e cariétipo normal foi avaliada através da aplicagdo de um protocolo clinico padrao e andlise
citogenética por meio da técnica de hibridizacdo in situ fluorescente.

ResuLtapos. A microdelecdo 22q11.2 foi identificada em trés pacientes (10%), sendo esta prevaléncia
similar a da maioria dos estudos descritos na literatura que oscila de 4% a 21%. Os pacientes com
sindrome de delegdo 22q11.2 do nosso trabalho se caracterizaram por um fendtipo variavel, com
poucos achados clinicos similares, o que foi concordante com a descri¢ao da literatura.

ConcLusAo. Nossos achados reforcam a ideia de que o diagnostico clinico da sindrome de delecao
22q11.2 é dificil devido a sua grande variabilidade fenotipica. Assim, uma avaliagao clinica deta-
Ilhada associada a um teste sensivel como a hibridizacao in situ fluorescente, sdo fundamentais para
a identificacao destes pacientes.

Unitermos: Sindrome de Delegdo 22q11.2. Sindrome de DiGeorge. FISH. Cromossomos Humanos
Par 22.

face, T-cell deficiency, Clefting, e Hypocalcemia, decorrentes
de uma anormalidade no cromossomo 22)¢. Contudo, todas

#188400 / #192430"), identificada no comego da década
de 902, é considerada hoje uma das doengas genéticas mais
freqlientes em humanos, com uma prevaléncia estimada de 1
para cada 2.000-6.000 nascimentos®#®. Considerando-se o
quao comum e variavel é a SD22q11, nao é de se surpreender
que esta sindrome tenha sido independentemente descrita em
diferentes momentos e de diferentes formas, em varias partes
do mundo, refletindo a visdo de varios especialistas para a
mesma doenga. Em consequéncia dos varios nomes ficou a
falsa impressao de que existem diferentes doencas associadas a
delegdo 22q11.2: sindrome de DiGeorge, sindrome velocardio-
facial, sindrome de Sedlackova, sindrome de Cayler, sindrome
de Shprintzen e CATCH22 (Conotruncal heart defect, Abnormal

essas doengas representam a mesma condi¢ao que tem uma
expressao fenotipica altamente variavel*®.

Até o momento, mais de 180 achados clinicos j& foram
descritos na SD22q11, tanto do ponto vista fisico como compor-
tamental. No entanto, nenhum deles é patognomoénico ou mesmo
obrigatorio, o que acaba dificultando o seu diagndstico®*®. Estudos
recentes tém mostrado que, em amostras de pacientes com
suspeita clinica de SD22q11, a microdelecao 22g11.2 tem sido
descrita, de forma geral, em 4% a 21 % dos individuos’-2, sendo
que trabalhos similares sdo raros em nosso meio®.

Assim, o objetivo do presente estudo foi determinar a preva-
Iéncia e as caracteristicas clinicas de pacientes com microdelecao
22q11.2, identificados através da técnica de hibridizagdo in situ
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fluorescente (FISH), em uma amostra selecionada de individuos
com suspeita clinica de SD22ql11 e cariétipo por banda GTG
normal.

METtopos

Pacientes

A amostra foi constituida por uma coorte selecionada de
pacientes com suspeita clinica de SD22ql1, avaliados por
médicos especialistas da Genética Clinica da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA)/
Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA),
Rio Grande do Sul, Brasil. Foram incluidos no estudo somente
pacientes que apresentavam avaliagdo cariotipica por banda
GTG normal e pelo menos dois achados clinicos sugestivos
da SD22qgl1, como anormalidades de palato; malformacoes
cardiovasculares (especialmente do tipo conotruncal); déficit de
aprendizagem ou de fala; transtornos comportamentais; anorma-
lidades oftalmolégicas; alteragdes imunolégicas ou hipoplasia/
agenesia de timo, e hipocalcemia. Esta abordagem foi concor-
dante com a adotada nos trabalhos de Tobias et al. (1999)%° e
Brunet et al. (2006)8. No exame fisico dos pacientes, dismorfias
maiores e menores foram anotadas seguindo a terminologia
descrita por Merks et al. (2003)!!. Medidas antropométricas
(comprimento/altura, peso e perimetro cefalico) foram avaliadas
através de curvas padrdes de crescimento!?. Valores dois-desvios
padréo acima ou abaixo da média, com as devidas correcdes
para o comprimento/altura, foram consideradas anormais. Anor-
malidades em outros 6rgaos ou sistemas, identificadas através
de exames e avaliagdes adicionais solicitados devido a sintomas
clinicos especificos de alguns pacientes, foram verificadas.

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa da UFCSPA e do CHSCPA. Somente foram incluidos
pacientes cujos pais consentiram em participar do trabalho.

Cariotipo de alta resolucao

O caridtipo de alta resolugdo (= 550 bandas) foi realizado
no Laboratério de Citogenética da UFCSPA através da técnica
modificada de Yunis (1981)!3. Resumidamente, esta inclui um
cultivo celular por 72 horas de linfocitos estimulados com fitohe-
maglutinina, sincronizagdo com o uso de metotrexato/timidina e
coloragao por bandamento GTG. A andlise das laminas de cada
caso foi realizada em microscépio Axioskop Zeiss através da
avaliacéo de 25 placas metafasicas.

Técnica de FISH para microdelecao 22q11.2

As laminas para analise pela técnica de FISH foram prepa-
radas a partir do material fixado (suspensao de células do cultivo
sincronizado estocado em solugdo de Carnoy a -20°C). A sonda
de DNA comercialmente disponivel DiGeorge/VCFS Region
(TUPLEI) (Abbott Laboratories, Des Planes, lllinois, EUA) foi
utilizada nos experimentos, seguindo um protocolo padrao de
codesnaturagdo'4. Em cada caso, foram analisados 100 nucleos
interfasicos e 20 placas metafasicas por meio de microscépio
de epifluorescéncia Olympus BX51, equipado com filtros Texas
Red, FITC, DAPI e triplo. Nucleos interfasicos rompidos, sobre-
postos ou com um importante sinal de fundo, bem como placas
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Figura 1 - Aparéncia craniofacial, frente (A) e perfil (B),
de um dos pacientes com microdelecédo 22q11.2

metaféasicas com alto sinal de fundo, incompletas, ou muito
préximas entre si, foram excluidos da anélise. Os resultados
foram interpretados de acordo com as normas presentes no
International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN) 2005,

Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada através do programa PEPI
(versdo 4.0). O teste estatistico utilizado foi o teste exato de Fisher
bicaudado para comparagao de frequéncias. Foram considerados
como significantes valores de P<0,05.

REsuLTADOS

A amostra final foi composta por 30 pacientes que preen-
cheram os critérios de inclusdo propostos e cujos pais consen-
tiram em participar do estudo. Destes, 18 (60%) eram do sexo
masculino e 12 (40%) do feminino. Suas idades variaram
de um dia de vida até 16 anos, sendo que cerca de metade
deles (53%) encontrava-se no primeiro ano de vida. A andlise
através da técnica de FISH foi realizada com sucesso em todos
0s casos, sendo que a microdelecao 22q11.2 foi verificada em
trés pacientes (10%). A Figura 1 e a Tabela 1 expdem as carac-
teristicas clinicas apresentadas pelos mesmos.

Discussio

Apesar dos estudos citogenéticos através do cariétipo de alta
resolugdo serem capazes de identificar uma pequena parcela
de pacientes com a SD22qg11 (15% ou menos)'¢, a maioria
destes individuos apresenta delecoes menores (microdelegoes)
detectadas somente pela técnica de FISH317. Esta é uma técnica
que integra a utilizagéo da citogenética classica com a genética
molecular, através do uso de sondas de DNA marcadas com
material fluorescente que identificam regides especificas do
genoma'®. A sonda DiGeorge/VCFS Region (TUPLE 1) utilizada
no presente estudo é uma combinacao de dois reagentes, a sonda
SpectrumOrange™ LSI TUPLE 1 (HIRA) (que reconhece o gene
TUPLE 1 e os microssatélites D225553, D22S609, e D225S942,
localizados dentro da regidao comumente deletada na sindrome
de delegdo 22q11.2) e a sonda de controle SpectrumGreen™
LS/ ARSA (homologa ao gene da arilsulfatase A, localizado na
regiao 22q13.3). Os dois reagentes da sonda hibridizada, TUPLE
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1 e ARSA, fluorescem com intensidade moderada a brilhante,
sendo que em nucleos de células normais geralmente aparecem
como dois pares de sinais distintos, um vermelho e um verde.
Por sua vez, em uma metafase normal, a sonda tipicamente se
apresenta como peguenos sinais, um em cada crométide de cada
cbpia do cromossomo 22 (Figura 2).

A frequéncia de microdelecao 22q11.2 verificada em nosso
estudo (10%) foi semelhante a descrita na maioria dos trabalhos
da literatura que também avaliaram pacientes com suspeita
clinicada SD22q11 através da técnica de FISH, variando de 4%
a21% (P>0,05) 7819202122 Diferenca estatisticamente signifi-
cante (P<0,001) foi encontrada somente em relagao ao trabalho
de Sandrin-Garcia et al. (2007)?, Unico estudo similar realizado
no Brasil, que avaliou 16 pacientes com suspeita da SD22q11

e detectou uma frequéncia de delecdo de 62%. Esta diferenca
pode ser explicada, pelo menos em parte, pela forma de selecao
da amostra analisada e pela metodologia empregada no estudo.
No trabalho de Sandrin-Garcia et al. (2007) os autores avaliaram
pacientes com suspeita clinica de SD22ql1 sem cardiopatia
congénita e com idade superior a seis anos (a média foi de 14
anos)?, perfodo em que muitas das caracteristicas clinicas da
sindrome, como insuficiéncia velofaringea, déficit cognitivo e de
linguagem, transtornos comportamentais e até mesmo o aspecto
facial, tornam-se mais evidentes3+.

E sabido que existem alguns achados clinicos, como fenda
palatina, sequéncia de Pierre-Robin e defeitos cardiacos cono-
truncais, que deveriam levar a um alto indice de suspeicao da
SD22q114%6. Além disso, cerca de 50% a 75% dos pacientes

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes da amostra, divididos de acordo com o
resultado da pesquisa de microdelecdo 22q11.2 pela técnica de FISH

Pacientes Microdelecao FISH Total
Achados clinicos 22q11.2 Normais

|dade 23d-12a 1d - 16a 6m 1d - 16a 6m
Sexo M/ 2F 17 M/ 10F 18 M/ 12F
Retardo de crescimento 1/3 6/27 7/30
RDNPM* 2/2 10/18 12/20
Atraso na fala* 212 5/18 71720
Transtorno comportamental* 1/1 - 1/11
Plagiocefalia - 1/27 1/30
Macrocefalia - 1/27 1/30
Achados faciais dismorficos 2/3 24127 26/30
Paralisia facial - 1/27 1/30
Estrabismo 1/3 1/27 2/30
Coloboma de fris - 1/27 1/30
Fosseta pré-auricular - 2/27 2/30
Atresia de coanas - 1/27 1/30
Fenda palatina - 6/27 6/30
Apéndice branquial - 1/27 1/30
Laringo/traqueomalacia - 3/27 3/30
Membrana anterior laringea 1/3 - 1/30
Agenesia de timo 1/3 - 1/30
Atresia de esofago - 1/27 1/30
Cardiopatia congénita 3/3 2227 25/30
Conotruncal 2/3 13/27 15/30
Sequéncia de Poland - 1/27 1/30
Escoliose - 2127 2/30
Dedos das méos afilados 1/3 4127 5/30
Camptodactilia - 1/27 1/30
Polegares baixo implantados - 1/27 1/30
Bago acessério 1/3 1/27 2/30
Anormalidades renais 2/3 3/27 5/30
Hipospadia* - 1/17 1/18
Criptorquidia* 1/1 4717 5/18
Luxagdo congénita de quadril - 1/27 1/30
Sobreposicao dos dedos dos pés - 3/27 3/30
Pé torto congénito - 1/27 1/30
Hipocalcemia / Hipoparatireoidismo 1/3 6/27 7/30
Trombocitopenia 1/3 3/27 4/30

d, dias; m, meses; a, anos; M, masculino; F, feminino; RDNPM, retardo do desenvolvimento neuropsicomotor.

* Achados avaliados em funcao da idade e do sexo.
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Figura 2- Placas metafasicas pela técnica de FISH mostrando,
respectivamente, um padrao normal de hibridizacao, com
presenca dos sinais esperados em ambos 0s cromossomos

22 (A) e auséncia do sinal correspondente a regiao TUPLE 1

(sinal vermelho) em um dos cromossomos 22, compativel com

microdelecao 22q11.2 (B). As setas brancas indicam a
localizacao dos cromossomos 22 nas duas placas metafasicas

com a sindrome apresentariam sinais precoces de uma malfor-
macao congénita maior que poderiam auxiliar na realizagao do
seu diagnéstico ainda durante a infancia?®. Contudo, a grande
variabilidade clinica observada na SD22gl1, mesmo intra-
familiar, tem dificultado em muito o seu reconhecimento®?24,
sendo observadas diferencas mesmo entre gémeos monozi-
goticos®. Apesar da similaridade de alguns achados clinicos,
nossos pacientes com SD22ql1l se caracterizaram por um
fendtipo variavel, o que foi concordante com a descrigéo feita
na literatura. De forma interessante, nenhum dos pacientes
com fenda palatina apresentou a delecdo, sendo que defeitos
cardfacos conotruncais foram frequentes mesmo no grupo sem
a sindrome. Por outro lado, alguns achados, como agenesia de
timo, membrana anterior laringea, interrupcdo do arco aértico
e transtorno comportamental, foram observados somente em
pacientes com a SD22q11; contudo, é sabido que 0os mesmos
nao sao patognomdnicos ou obrigatérios para a sindrome*, como
pode ser observado pela propria Tabela 1.

Devemos nos lembrar também que em aproximadamente
2% a 3% dos casos 0s pacientes podem apresentar rearranjos
ou delegbes ainda menores em 22q11.2, identificados somente
atravésdetécnicas molecularesdiferentesdo FISH, comoareagao
em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento®*?’. Inde-
pendentemente de tudo isso, é importante notar que individuos
com a SD22q11, devido ao grande nimero de anormalidades
muitas vezes associadas, sao considerados pacientes em risco,
pois frequentemente necessitam de uma avaliagdo e manejo
multidisciplinar, envolvendo especialidades como a Pediatria,
Genética Médica, Cardiologia, Otorrinolaringologia, Cirurgia
Plastica, Imunologia, Endocrinologia e Psiquiatria®®-26.28,

ConNcLusAo

Apesar da descricdo de achados clinicos sugestivos para
SD22q11, nossos resultados, em concordancia com a literatura,
reforcam a ideia de que o diagnostico clinico da sindrome ¢ dificil
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devido a sua grande variabilidade fenotipica. Assim, a realizagéo
de uma avaliacao clinica detalhada associada a um teste sensivel
como o FISH, sao fundamentais para a identificacdo destes
pacientes. Infelizmente, 0 acesso a este exame em nosso meio
¢é ainda bastante restrito, devido, principalmente, ao seu alto
custo. Além disso, sdo raros os centros em nosso pais que dispo-
nibilizam de infraestrutura bésica necessaria para a realizacao
e desenvolvimento da técnica de FISH. Por outro lado, a anélise
inicial através do exame de cariétipo também é importante, pois
outras anormalidades cromossomicas, como delecoes do braco
curto do cromossomo 10 e do brago longo do cromossomo 4,
podem simular um fenétipo sugestivo de SD22qg11342°. Além
disso, uma pequena percentagem (<1%) de pacientes com a
SD22ql1 apresenta rearranjos cromossdmicos, como translo-
cacoes envolvendo a regido g11 do cromossomo 22, detectados
pelo cariétipo?®.

A importancia da confirmacéao do diagndstico da SD22q11
reside no fato de que o mesmo proporciona tanto o adequado
manejo clinico destes individuos como o correto aconse-
Ihamento genético de suas familias. A delecdo segrega nas
familias com um padrao de heranca autossémico dominante,
ou seja, individuos portadores apresentam um risco de 50%
de transmitirem a delecéo a seus filhos. Ambos os pais de
um paciente com a SD22qg11, mesmo na auséncia de sinais
sugestivos da sindrome, devem ser testados com o objetivo de
excluir a possibilidade de que um deles apresente a delegao®.
Esta avaliacao é particularmente importante se os mesmos ou
outros membros da familia estdo considerando a possibilidade
de ter outros filhos. Todos estes fatores, associados a alta
prevaléncia da SD22q11 e de outras doencas malformativas e
oncoldgicas nas quais os pacientes se beneficiariam da reali-
zagéo de técnicas diagnésticas moleculares como a de FISH,
justificariam a implementagdo em nosso pais de mais centros
capazes de realizar estes exames.

Conflito de interesse: ndo ha

SUMMARY

22q11.2 DELETION SYNDROME: IMPORTANCE OF CLINICAL EVALUATION
AND FISH anALysis

OsJective. The 22ql11.2 deletion syndrome nowadays is
considered one of the most often observed genetic diseases in
humans. Itis clinically characterized by a rather wide phenotypic
spectrum, with more than 180 clinical features physical as well
as behavioral, already described. However, none is pathogno-
monic or obligatory which makes diagnosis even more difficult.
Thus, this study intended to determine the prevalence and
clinical characteristics of patients with 22q 1 1.2 microdeletion in
a selected sample of subjects with clinical suspicion of 22q11.2
deletion syndrome and normal karyotype.

MerHops. A selected sample of 30 patients with clinical
suspicion of 22q11.2 deletion syndrome and normal karyotype
was evaluated by application of a standard clinical protocol and
cytogenetic analysis with fluorescent in situ hybridization.

Resutrs. 22q11.2 microdeletion was identified in 3 patients
(10%), a prevalence similar to the majority of published studies,
which ranged from 4 to 21%. The 22q11.2 deletion syndrome
patients in this study were characterized by a variable phenotype
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and shared few clinical features, in agreement with the literature
description.

Conctusions. These findings strengthen the idea that clinical
diagnosis of 22q11.2 deletion syndrome is difficult due to the
large phenotypic variability. Therefore a detailed clinical evalu-
ation associated to a sensitive test such as fluorescent in situ
hybridization analysis is crucial for the identification of these
patients. [Rev Assoc Med Bras 2009; 55(4): 442-6]

Key worps: 22q11.2 Deletion Syndrome. DiGeorge Syndrome.
FISH. Chromosomes Human pair 22.
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