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Resumen. Los defectos cardiacos conforman las malformaciones congé-
nitas mas frecuentes, con una incidencia que se ha estimado entre 4 y 12 por
1000 en recién nacidos vivos. Estos tienen una etiologia multifactorial en la
que convergen la predisposicion genética y los factores ambientales. A partir
de 1990 se ha relacionado este tipo de patologias con microdeleccion 22q11.
Se determiné la frecuencia de la microdelecion 2211 en pacientes con car-
diopatia congénita no sindrémica. Se analizaron 61 pacientes con cardiopatia
congénita, a partir de ADN de sangre periférica y posterior amplificacion, me-
diante PCR multiplex del gen TUPLEI y del STR D10S2198, visualizacion
electroforesis en geles de agarosa y analisis densitométrico para determinar
dosis génica. Se encontraron 3 pacientes con microdelecion 22q11, para una
frecuencia de 4,9%. Esta microdelecion se asocié en dos de los casos a Tetra-
logia de Fallot y en el otro a Defecto Septal Atrial (DSA). En conclusion, la
frecuencia de microdeleciéon 22ql1 en la poblacién analizada es de 4,9%. Den-
tro de los casos de Tetralogia de Fallot, la microdelecion estaba presente en el
7,4% y en los DSA corresponde al 11,1%.
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Analysis of microdeletions in 22q11 in Colombian patients

with congenital heart disease.
Invest Clin 2011; 52(4): 334 - 343
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Abstract. Cardiac defects are the most frequent congenital malforma-
tions, with an incidence estimated between 4 and 12 per 1000 newborns.
Their etiology is multifactorial and might be attributed to genetic predisposi-
tions and environmental factors. Since 1990 these types of pathologies have
been associated with 22q11 microdeletion. In this study, the frequency of
microdeletion 22q11 was determined in 61 patients with non-syndromic con-
genital heart disease. DNA was extracted from peripheral blood and TUPLE1
and STR D10S2198 genes were amplified by multiplex PCR and visualized in
agarose gels. Gene content was quantified by densitometry. Three patients
were found with microdeletion 22q11, representing a 4.9% frequency. This
microdeletion was associated with two cases of Tetralogy of Fallot and a third
case with atrial septal defect (ASD). In conclusion, the frequency for
microdeletion 22q11 in the population analyzed was 4.9%. The cases that pre-
sented Teratology of Fallot had a frequency for this microdeletion of 7.4% and

for ASD of 11.1%.

Recibido: 10-10-2010. Aceptado: 14-07-2011

INTRODUCCION

Los defectos cardiacos conforman las
malformaciones congénitas mas frecuentes,
con una incidencia que se ha estimado en-
tre 4 y 12 por 1000 en recién nacidos vivos
(1, 2), y mucho mas alta en los nacidos
muertos (3). En la mayoria de las ocasiones
se desconoce la etiologia de la cardiopatia.
Alrededor de un 10% de los casos se asocia
a anomalias cromosémicas (numéricas o es-
tructurales) (1). Alrededor del 2-3% puede
ser causada por factores ambientales, enfer-
medades maternas crénicas o esporadicas y
por teratOgenos (infecciones o sustancias
quimicas) (4). La mayor parte (80-85%) tie-
ne un origen genético, mendeliano o multi-
factorial (5).

La prevalencia de la delecion 22q11 en
nacidos vivos ha sido estimada en 1 en 4000

(6). En la mayoria de los casos, esta micro-
delecion se debe a mutaciones de novo en
una menor proporcion, puede ser heredada
de uno de sus padres, con caracteristicas
como penetrancia incompleta y expresivi-
dad variable, que deben ser tenidas en
cuenta para el asesoramiento genético de la
familia del afectado (4). La alta tasa de re-
currencia de estas mutaciones se relaciona
con la presencia de la baja copia de secuen-
cias repetidas, que predisponen a un reor-
denamiento estructural de la region
22q11.2 (7, 8).

Entre el 70 y el 95% de los nifios con
delecion 22q11.2 (9-11) presentan defectos
cardiacos y usualmente corresponden a de-
fectos cardiacos conotruncales, producto
de anormalidades en los procesos de septa-
cion aodrtico-pulmonares, y representan en-
tre el 25 y el 30% de los defectos cardiacos
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congénitos no sindrémicos (12). Estos de-
fectos cardiacos incluyen la Tetralogia de
Fallot, defectos septales ventriculares con
atresia pulmonar, tronco arterioso persis-
tente y arco aértico interrumpido. Otros ti-
pos de cardiopatias como los defectos sep-
tales atriales, la coartacién adrtica, el canal
atrioventricular, la heterotaxia, también
han sido asociadas con esta microdelecion
(10-18). Lo anterior denota la importancia
del analisis de la microdelecién en pacien-
tes con este tipo de cardiopatias. El estudio
de la microdelecion 22ql11 es también pri-
mordial en pacientes adultos con tetralogia
de Fallot. Van Engelen y cols demostraron
que en un grupo de pacientes adultos con
este defecto, la microdelecion afectd al
6,5% de la poblacién. Este dato es relevante
e indica que esta determinacion debe ha-
cerse no s6lo en nifios, como es usualmente
realizado (19).

Esta microdelecion también ha sido
asociada con una gran variabilidad de mani-
festaciones fenotipicas que incluyen el sin-
drome DiGeorge, sindrome velo-cardio-fa-
cial, sindrome cara y defecto conotruncal,
asi como a defectos cardiacos aislados
(20-25). Estos sindromes han sido agrupa-
dos como sindrome de deleciéon en cromo-
soma 22ql1 o sindrome CATCH 22, por las
siglas en inglés de defectos cardiacos, anor-
malidades en cara, hipoplasia timica, pala-
dar hendido e hipocalcemia (25-20). Estu-
dios recientes han indicado que la microde-
lecion 22q11.2, ademas, de relacionarse
con el desarrollo de defectos cardiacos,
también estd involucrada en la etiologia de
dafios psicoldgicos y cognitivos (26).

El diagnostico de la microdelecion
usualmente se realiza mediante la técnica
FISH, la cual a pesar de su alta especifici-
dad y sensibilidad, puede ser relativamente
costosa y de acceso limitado, principalmen-
te por la conservacion 6ptima de la muestra
para este analisis. Dado que las tecnologias
de Biologia Molecular son accesibles, eco-

noémicas, altamente sensibles y especificas,
este estudio pretendié implementar una es-
trategia alternativa, especificamente PCR
multiplex para determinar la frecuencia de
la microdeleciéon 22q11.2 en pacientes con
Cardiopatia congénita y constituye el pri-
mer estudio desarrollado en Colombia para
este tipo de defectos.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 61 pacientes, atendidos
durante los anos 2008-2009, con diagndsti-
co clinico de cardiopatia congénita no sin-
drémica, por un grupo de expertos en ciru-
gia cardiovascular, cardiologia y genética
de Bogota-Colombia. En este estudio se ex-
cluyeron pacientes con sindrome de Down,
sindromes genéticos relacionados con car-
diopatias y antecedentes familiares de car-
diopatia congénita y se incluyeron pacien-
tes con cardiopatia congénita no sindrémi-
ca, con fenotipo normal. El proyecto fue
aprobado por el Comité de ética de la Clini-
ca Shaio y Pontificia Universidad Javeriana.

Previo diligenciamiento de consenti-
miento informado, se realiz6 a los pacientes
examenes médicos de rutina como cateteris-
mo, electrocardiograma, cateterismo cardia-
co, radiografia de térax, y estudios comple-
mentarios para descartar anomalias extra-
cardiacas. Una vez efectuados estos exame-
nes, se obtuvo una muestra de sangre perifé-
rica para posterior extraccion de ADN, por
medio de la técnica de salting out (27).

Se realiz6 amplificacion a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
multiplex del gen TUPLE1, ubicado en la
region critica del CATCH22 y el STR
D10S2198, localizado en el cromosoma 10,
este tltimo sirvi6 como control interno de
amplificacion. Utilizando la informacion con-
signada en la pagina WEB del NCBI, se se-
leccionaron los primeros especificos para la
amplificacion de los genes TUPLEI y el mi-
crosatélite D10S2198. La secuencia fue re-
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visada en el programa BLAST, verificindose
la amplificacion especifica de los segmentos
sobre el cromosoma 22 humano: TUPLE1
F: ACAAGTGACCAATGTCCAAGTG; R: AA
GGAAAGCTGTTCCAACACA), y para el mi-
crosatélite D10S2198: F: TTAACAAGCACA
CGACTGGG, y R: TTTAAGGAAAAGGCAA
AGTTCG.

Las amplificaciones fueron estandari-
zadas bajo las siguientes condiciones: Buf-
fer 1X, primers 1.6 uM, DNTP s 0,2 mM,
MgCl, 2,0 mM, Taq 1 U/ul. y ADN 40
ng/ul. Las reacciones de amplificacion fue-
ron: 94°C por 7 minutos para denaturacion
inicial, 35 ciclos de 94°C por un minuto,
anillado por 1 minuto a 55°C, extensién a
72°C por un minuto y una extension final a
72°C por 10 minutos. El producto amplifi-
cado esperado correspondia a 124pb en el
gen TUPLE1 y 252pb para el microsatélite
D10S198.

Los productos amplificados fueron co-
rridos en un gel de agarosa al 1.2%, tenido
con bromuro de etidio. La determinacién
de la dosis génica se realiz6 mediante eva-
luacion densitométrica. Para todas las am-
plificaciones se utiliz6 como control positi-

vo un paciente con microdelecion 22q11.2,
detectada por FISH.

RESULTADOS

De los 61 pacientes no relacionados,
con cardiopatia congénita no sindromica
que participaron del estudio, 31 eran de
sexo femenino y 30 de sexo masculino, con
un rango etario de 1 dia a 29 afnos y con
una mediana de 2 anos, promedio de 5
anos; ademas, también particip6 un pacien-
te de 20 anos. En los pacientes analizados,
3 presentaron microdelecion 22q11.2, en el
44.3% tenia diagnostico de Tetralogia de
Fallot, mientras el 14,7% correspondi6 a de-
fectos septales atriales (Tabla I). En el pri-
mer grupo, se evidencio la microdelecion
22q11.2 en 2 pacientes, lo que correspon-
di6 al 7,4% de los casos. Para el segundo
grupo, solo 1 paciente presento la anorma-
lidad, lo que determino una frecuencia de
11,1% (Fig. 1). La frecuencia de la microde-
lecion dentro de las cardiopatias congénitas
analizadas fue del 4,9%.

El andlisis de la presencia de la dele-
cion 22q11.2 fue realizado en los padres de

DISTRIBUCION DE LOS PACIEI\;I:?E];LSI.\EIC}UN EL TIPO DE CARDIOPATIA
Tipo de cardiopatia n (%) Sexo N (%)
P M Microdelecion

Defecto Septal Ventricular 9 (14,75) 5 4 0 (0%)
Defecto Septal Atrial 9 (14,75) 7 2 1 (14,7%)
Comunicacion Atrioventricular 2 (3,28) 2 0 (0%)
Transposicion de Grandes Vasos 1 (1,64) 1 0 (0%)
Interrupcion del Arco Adrtico 1 (1,64) 1 0 (0%)
Coartacion de la aorta 8 (13,11) 2 6 0 (0%)
Membrana subaértica 1 (1,64) 1 0 (0%)
Tetralogia de Fallot 27 (44,20) 12 15 2 (44,3%)
Insuficiencia mitral 1 (1,64) 1 0 (0%)
Drenaje venoso anémalo 1 (1,64) 1 0 (0%)
Truncus arterioso 1 (1,64) 1 0 (0%)
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TUPLE 1

A

B.

Fig. 1. PCR Multiplex del gen TUPLE 1 y D10S2198 (A). Anilisis densitométrico del gel de PCR (B).
Carril 1 corresponde a un Control Normal. Carril 2 Paciente con microdelecion 22q11.

uno de los casos, en el que se encontré que
el papa era el portador de la microdelecion.
En los casos restantes, no fue posible anali-
zar a los padres.

DISCUSION

Los defectos congénitos del corazon se
encuentran dentro de las manifestaciones
mas comunes de la microdelecion 22q11.2
(28, 20); se presentan en la mayoria de los
pacientes con sindrome DiGeorge, sindro-
me Velo-cardio-facial, sindrome cara y de-
fecto conotruncal, lo que sugiere tales enti-
dades representan un espectro en el fenoti-
po expresado para la delecion (14). Sin em-
bargo, la microdelecion 22q11 ha sido en-
contrada incluso en personas que aparente-
mente, no cursan con alteraciones del nivel
cardiaco (29), como en el caso del padre
analizado, y que resalta la importancia de
implementar un diagndstico para una con-
sejeria genética oportuna.

Los patrones especificos de malforma-
ciones cardiovasculares observados en pa-
cientes con delecién 22q11, incluyen: Te-
tralogia de Fallot, Tetralogia de Fallot con
atresia pulmonar, truncus arteriosus, arco
aortico interrumpido, defectos del septum
infundibular y malformaciones de las valvu-
las semilunares, pero practicamente todos

los defectos cardiacos congénitos han sido
asociados, en mayor o menor proporcion, a
deleciones en 22q11.2 (30, 17).

La frecuencia de la delecion entre los
pacientes con cardiopatia conotruncal ais-
lada es en promedio de un 10% (31, 32),
mucho menor que la frecuencia de esta en-
tre los pacientes con cardiopatia asociada a
otros fenotipos incluidos en el CATCH22,
en el que los porcentajes oscilan entre el 80
y el 90% de los casos (33-35). La frecuencia
de la microdelecién en pacientes con car-
diopatia congénita encontrada en nuestro
estudio fue del 4,9%. Esto confirma hallaz-
gos previos reportados por otros grupos, en
los que las frecuencias oscilaban entre el
42 vyel 13% (36-39), lo que demuestra que
la delecion 22q11 representa la causa cono-
cida mas comin de Tetralogia de Fallot y
supera, incluso, a la trisomia 21.

Particularmente, en los pacientes con
Tetralogia de Fallot se han encontrado fre-
cuencias de deleciones que oscilan entre el
3,1 vy el 82%, siendo ésta una de las patolo-
gias cardiacas habitualmente asociadas a
esta microdelecion (40-42).

En el presente estudio se identificé la
microdelecién en el 7,4% de los pacientes
con Tetralogia de Fallot. Las frecuencias su-
periores encontradas por otros grupos pue-
den ser secundarias a la metodologia utili-
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zada en algunos de ellos (40), donde em-
plean hasta 11 microsatélites ubicados en
la region 22ql1. Esta metodologia permite
reconocer deleciones mas pequefias que no
pueden ser identificadas con FISH o con el
empleo de pocos marcadores.

Adicionalmente, en los pacientes ana-
lizados, se identificé dentro de los defectos
septales atriales, un caso de microdelecion
(11,1%); este tipo de alteraciones general-
mente han sido asociadas, en un bajo por-
centaje (0-0,8%), a la presencia de la mi-
crodelecion (39, 43). Sin embargo, la fre-
cuencia relativamente alta encontrada en
el presente trabajo, es debido a que solo
fueron analizados nueve pacientes con este
tipo de defectos. Otros autores han repor-
tado frecuencias incluso mayores a las en-
contradas en este estudio (25%) (44). Los
hallazgos en este estudio justifican la reali-
zacion de este tipo de pruebas en pacien-
tes con defectos cardiacos, particularmen-
te conotruncales, como parte fundamental
del establecimiento de la etiologia de la
enfermedad, atin en aquellos pacientes que
solo tienen defectos cardiacos aislados y
que no presentan un fenotipo sugestivo de
CATCH22, ya que la ausencia de estos ha-
llazgos ha llevado al subdiagnostico de la
microdelecion, incluso en pacientes adul-
tos (19, 45).

Adicionalmente, se ha documentado
que los pacientes que cursan con defectos
septales ventriculares y arco adrtico inte-
rrumpido, asociados con la presencia de mi-
crodeleciones en 22q11.2, tienen un riesgo
mayor de complicaciones quirtargicas que
los pacientes con Tetralogia de Fallot con o
sin atresia pulmonar y microdeleciones
22q11.2, en los cuales no se afecta el pro-
nostico quirdrgico. La identificacion de fac-
tores de riesgo, como la presencia de la mi-
crodelecion, se considera fundamental para
proveer un apropiado tratamiento encami-
nado a reducir la mortalidad peri operato-
ria de estos pacientes (46).

Otro punto importante para resaltar
en este trabajo es el origen paterno de la
microdelecién en el caso positivo, la litera-
tura reporta un origen maternal preferen-
cial de la delecion 22q11. Esta herencia
materna se produce en dos terceras partes
de los casos familiares, lo que da lugar a
que se formulen algunas hipétesis: 1) ferti-
lidad disminuida en los padres portadores
de la delecion 22q11, 2) mujeres portado-
ras tienen una mayor posibilidad de trans-
mitir el alelo mutado a sus hijos (13-21).
De igual manera, se han reportado casos de
transmisiéon paterna de la microdelecion
47).

Existen pocos reportes que hayan ca-
racterizado el fenotipo de la microdelecién
en adultos. Se ha documentado que presen-
tan tasas mas altas de problemas de apren-
dizaje, trastornos psiquidtricos y anormali-
dades en el paladar, pero frecuencias meno-
res de cardiopatia cuando se comparan con
los nifios (9-46-48). Sin embargo, estos ha-
llazgos resaltan la importancia de identifi-
car los pacientes que porten la microdele-
cion, con el objeto de buscar estos cuadros
asociados e intervenirlos oportunamente.

Sobre la metodologia empleada en el
presente trabajo, resulta significativo anali-
zar las ventajas de usar PCR en lugar de
FISH, esta tdltima, ademds de ser relativa-
mente costosa y requerir equipos especia-
les, necesita que la muestra sea mantenida
en condiciones especiales que permitan la
viabilidad celular una técnica considerada
indispensable para mantener las muestras
frescas, mientras que la PCR Multiplex es
mas flexible al manejo y almacenamiento
que se le dé, ya que un ADN de alta pureza
puede ser conservado por varios afos. En
cuanto al tamano de las regiones de anali-
sis, El FISH utiliza sondas marcadas que
permiten la identificacion de deleciones o
duplicaciones dependientes del tamano de
esta, mientras que mediante la determina-
cion de varios STRs por PCR Multiplex y
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analisis densitométrico se pueden identifi-
car zonas mas pequenas. Esta metodolo-
gia, al igual que otras de reciente apari-
cion como la Hibridacion genémica Com-
parativa de Alta resolucion y la PCR cuan-
titativa, permiten ademas de determinar
los puntos de ruptura realizar andlisis de
segregacion (49).

De otro lado, resulta primordial imple-
mentar el diagnostico de esta microdele-
cién como una prueba de rutina, incluso en
ausencia de hallazgos fenotipicos sugestivos
de la patologia, para ofrecer una asesoria
genética adecuada, porque si el paciente es
portador de la microdelecion, va a tener un
riesgo del 50% de heredarla a sus hijos, a di-
ferencia del probable 5% de riesgo que tie-
nen las cardiopatias congénitas por tratarse
de enfermedades multifactoriales.

En conclusién, la frecuencia de micro-
deleciéon 22ql1 en pacientes con cardiopa-
tia congénita no sindrémica representa el
4,9%. Dentro de los casos de tetralogia de
Fallot, la frecuencia de la microdelecion
constituye el 7,4% vy, en relacion con el de-
fecto septal atrial corresponde al 11,1%.
Estas frecuencias requieren la necesidad de

implementar herramientas  diagndsticas
para tratamientos tempranos.
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