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Resumo 
 

Introdução:22q11.2SD é a síndrome de microdeleção cromossômica mais 

frequente, originada a partir de eventos de recombinação meiótica não 

homóloga que ocorrem em aproximadamente 1 em cada 1.000 - 6.000 fetos. 

As manifestações clínicas sugestivas de 22q11.2SD e que requerem testes 

diagnósticos variam de acordo com a idade. Na infância, os sintomas típicos 

incluem alguma combinação de defeitos cardíacos congênitos e outras 

manifestações. Atualmente, a 22q11.2SD é considerada uma das anomalias 

cromossômicas mais frequentemente observadas em associação com as 

cardiopatias congênitas, ficando atrás somente da síndrome de Down. 

Objetivos: o objetivo deste trabalho foi verificar o perfil de dismorfias e 

cardiopatias encontradas em pacientes encaminhados a um centro de 

referência no sul do Brasil com suspeita clínica de 22q11.2SD. Material e 

Métodos: Foi um estudo prospectivo com amostra de conveniência 

desenvolvido no Laboratório de Citogenética da Universidade Federal de 

Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA). A amostra consistiu de 

pacientes atendidos pelo SUS que apresentavam achados clínicos sugestivos 

de 22q11.2SD. A avaliação genética consistiu de uma entrevista para dados 

clínicos e história médica, como ecocardiografia, seguida de um exame físico 

dismorfológico. Após avaliação genética, a amostra de sangue foi coletada em 

tubo de heparina e, em seguida, enviada ao Laboratório de Citogenética da 

UFCSPA para cultura e análise celular pelo FISH. Resultados: No total, três 

perfis de pacientes suspeitos com 22q11.2SD foram encaminhados para 

análise: indivíduos que apresentavam apenas dismorfias (n=4); indivíduos com 

cardiopatia congênita isolada (n=7) e indivíduos com dismorfias e cardiopatia 



 
 

congênita (n=35). A hibridização in situ fluorescente(FISH) foi realizada em 46 

pacientes com achados clínicos de 22q11.2SD, incluindo aqueles com 

resultados de cariótipo alterados. Da amostra total, 15,21% (7/46) 

apresentaram a deleção 22q11.2, consistente com o diagnóstico clínico de 

22q11.2SD. Destes, apenas pacientes com dismorfia associada à cardiopatia 

congênita tiveram a deleção de 22q11.2 (7/35).  

Conclusão: A associação de dismorfias faciais (crânio, olhos, ouvido e nariz) e 

cardiopatia congênita provou ser um critério clínico confiável para o 

encaminhamento à análise citogenética molecular. Entre os defeitos cardíacos, 

sugerimos que indivíduos com anel valvar pulmonar obstrutivo, truncus 

arteriosus e valva aórtica bicúspide associada à CIA e/ou arco aórtico à direita 

devem realizar investigação por FISH para deleção 22q11.2. 

 

Palavras-chave: Cardiopatia congênita; Síndrome de deleção 22q11; 

Dismorfia facial; Hibridização in situ Fluorescente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Abstract 
 
Introduction: 22q11.2DS is the most frequent chromosomal microdeletion 

syndrome, estimated to result mainly from de novo non-homologous meiotic 

recombination events occurring in approximately 1 in every 1,000 – 6,000 

fetuses. Clinical manifestations that urge for diagnostic testing vary by age. In 

infancy, typical symptoms include some combination of congenital heart defects 

and others conditions. Currently, 22q11.2DS is considered one of the most 

frequently observed chromosomal abnormalities in association with congenital 

heart disease (CHD), only after Down syndrome. Aim of study: the aim of this 

work was to verify the profile of dysmorphia and heart defects found in patients 

referred to a reference center in Southern Brazil with clinical findings suggestive 

of 22q11.2DS. Materials and methods: It was a prospective study with a 

convenience sample developed at the Universidade Federal de Ciências da 

Saúde de Porto Alegre (UFCSPA) Cytogenetics Laboratory. The sample 

consisted of patients cared by UHS presenting clinical findings suggestive of 

22q11.2DS. Genetic evaluation consisted of an interview for clinical data and 

medical history such as echocardiography, followed by a dysmorphological 

physical examination. After genetic evaluation, blood sample was collected in 

heparin tube and, then, sent to the UFCSPA Cytogenetics Laboratory for cell 

culture and analysis by FISH. Results: In total, three suspected patients 

profiles with 22q11.2DS were referred for analysis: individuals with only 

dysmorphia (n=4); individuals with isolated heart disease (n=7) and individuals 

with both dysmorphia and CHD (n=35). FISH was performed in 46 patients with 

clinical findings of 22q11DS, including those with altered karyotype results. Of 



 
 

overall sample, 15.21% (7/46) showed a 22q11.2 deletion, consistent with the 

clinical diagnosis of 22q11.2DS. Of these, only patients with dysmorphia 

associated with CHD had a 22q11.2 deletion (7/35). Conclusion: Facial 

dysmorphia (skull, eyes, ear, and nose) associated with CHD proved to be a 

reliable clinical criteria for referral to molecular analysis. Among heart defects, 

we suggest that individuals with obstructive pulmonary valve ring, truncus 

arteriosus and bicuspid aortic valve associated with ASD and/or right aortic arch 

should perform FISH investigation for 22q11.2 deletion. 

 

Keywords: Heart Defects, Congenital; 22q11 Deletion Syndrome; Facial 

Dysmorphism; In Situ Hybridization, Fluorescence. 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

Embora as doenças genéticas teoricamente sejam raras, sua frequência 

conjunta faz com que elas reforcem uma parte importante da Medicina. De 

2010 a 2014, um estudo transversal registrou 819.018 nascidos vivos na cidade 

de São Paulo, dos quais 14.657 apresentaram algum tipo de anomalia 

congênita, correspondendo a uma prevalência de 17,9 casos para cada 1.000 

nascidos vivos ao longo do período estudado.1Em países desenvolvidos, os 

distúrbios genéticos e as malformações congênitas contribuem com 30% de 

todas as admissões infantis, e cerca de 40 a 50% de todos os óbitos 

observados nesta faixa etária.2 

 O diagnóstico precoce é de suma importância, podendo inclusive 

impactar a morbimortalidade infantil associada as malformações congênitas, 

especialmente no período neonatal. O aumento e a redução da sobrevida estão 

diretamente relacionados ao planejamento prévio e a busca de recurso 

especializados nos sistemas de saúde para esses pacientes. No entanto, 

muitos médicos podem não estar cientes das diretrizes recomendadas e 

podem não ter acesso a serviços genéticos. Segundo Tarini et al., 2015, 

apenas 5% dos médicos de cuidados primários pediátricos entrevistados 

encaminhariam um paciente com atraso global de desenvolvimento para um 

especialista em genética.3 Desses, 50% indicaria o cariótipo, ou seja, um 

exame que não detectaria as condições comuns que são objeto deste artigo. 

 Estima-se que 10 a 12% de todos os indivíduos nascidos vivos irão 

desenvolver uma doença influenciada geneticamente ao longo de suas vidas. 

De todos os neonatos, 2 a 3% têm pelo menos uma anormalidade congênita 



 
 

maior, das quais pelo menos 50% são causadas exclusivamente ou 

parcialmente por fatores genéticos.2,4,5,6 

Segundo o banco de dados da Vigilância Europeia de Anomalias 

Congênitas,18% das mortes neonatais com presença de alguma malformação 

congênita, tem origem cromossômica.7 Além disso, foi verificado que anomalias 

cromossômicas são responsáveis por cerca de 15% das principais síndromes 

congênitas, sendo associadas a 25% das mortes perinatais na Europa.8 Já no 

Brasil, 37% das internações pediátricas nos sistemas de saúde terciários são 

de pacientes com algum defeito congênito ou enfermidade genética.9 Além 

disso, essas alterações são ainda responsáveis pela elevação das taxas de 

cesarianas e nascimentos de recém-nascidos prematuros.10 

 

1.1 Malformações congênitas 

 

As malformações congênitas são anomalias estruturais ou funcionais 

originadas por eventos fisiológicos ou não que precedem o nascimento.11As 

manifestações clínicas são diversificadas, podendo variar desde dismorfias 

menores até alterações complexas e raras.12 A etiologia das malformações 

pode estar relacionada a alterações mendelianas, cromossômicas, ambientais, 

entre outros, porém muitas vezes não é possível determinar a sua causa. 

Sugere-se que 6% das malformações congênitas estejam relacionadas a 

anomalias cromossômicas, podendo esta proporção aumentar quando são 

associados os desequilíbrios genômicos abaixo da resolução (<5Mb), ou seja, 

não diagnosticáveis pela análise cromossômica padrão, o cariótipo.13 

As microdeleções e microduplicações (MMs) podem estar presentes no 

período pré-natal, as quais apenas são identificadas por métodos mais 



 
 

sofisticados de diagnóstico citogenético, como por exemplo, a hibridização in 

situ fluorescente (FISH), Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

(MLPA) ou microarray cromossômico (CMA).14 As microduplicações e 

microdeleções cromossômicas estão envolvidas em diversas malformações 

congênitas, sendo a mais comum e uma das principais causas de morbidade 

infantil, a cardiopatia congênita ou congenital heart disease (CHD).15 

As anomalias congênitas podem contribuir para a incapacidade motora 

de longo prazo, o que pode resultar em impactos significativos nos indivíduos 

acometidos, além dos familiares, sistemas de saúde e da sociedade como um 

todo. Com isso, é importante que se faça um diagnóstico completo de cada 

síndrome, obtendo um maior número de informações possíveis a fim de 

proporcionar melhor acompanhamento e tratamento dos pacientes. Assim, a 

partir de uma atenta avaliação clínica se pode traçar uma estratégia de 

investigação visando a otimização do uso dos diferentes testes genéticos. 

 

1.1.1 Cardiopatia congênita 

 

A CHD é um conjunto de anormalidades estruturais e funcionais do 

coração e grandes vasos, que podem surgir durante a embriogênese 

cardíaca.15Possui incidência que varia de 19-75 casos a cada 1000 nascidos 

vivos. A etiologia é complexa e multifatorial, com cerca de 80% das CHDs 

surgindo através da combinação de fatores genéticos e ambientais.16 A 

malformação cardíaca oriunda de anomalias genéticas ou cromossômicas, 

como a síndrome de Down, está presente em 1 a cada 100 crianças.17 

A CHD pode ser classificada em cianótica ou acianótica devido à 

mistura, ou não, de sangue venoso e arterial.16A CHD acianótica é a mais 



 
 

frequente, levando a alterações que nem sempre causam repercussões tão 

graves no funcionamento cardíaco. A depender dos sintomas provocados, 

estas alterações podem ser descobertas logo após o nascimento, ou apenas 

na idade adulta. São elas: comunicação interatrial (CIA), comunicação 

interventricular (CIV), persistência do canal arterial (PCA), estenose pulmonar, 

estenose aórtica e coarctação da aorta. Nessa qualificação, a CIA e a CIV são 

mais encontradas. Já a CHD cianótica é a mais grave, pois a alteração 

cardíaca pode afetar de forma significativa o fluxo sanguíneo e a capacidade 

de oxigenação do sangue, sendo a mais frequente a Tetralogia de Fallot 

(ToF).18 

A base genética, epigenética e ambiental precisa da CHD ainda não está 

totalmente compreendida. A maioria das CHDs ocorrem como malformações 

de forma isolada, enquanto 25-30% estão associadas a alterações 

extracardíacas e alguns defeitos específicos são frequentemente encontrados 

na associação com síndromes genéticas conhecidas.19 Cerca de 20% dos 

casos podem ser atribuídos a anomalias cromossômicas, síndromes 

mendelianas, desordens genéticas não sindrômicas ou teratógenos.20 

Aneuploidias e microdeleções de regiões cromossômicas estão 

associadas ao desenvolvimento da CHD (Tabela 1), porém os mecanismos 

pelos quais esse desequilíbrio cromossômico altera a cardiogênese são pouco 

conhecidos e provavelmente muito mais complexos do que um efeito de 

dosagem gênica. Já se sabe que mutações em genes associados as CHDs 

humanas afetam um conjunto heterogêneo de moléculas que coordenam o 

desenvolvimento cardíaco21,15 

 



 
 

Tabela 1. Cardiopatias congênitas – condições mais comuns. 

  

Dentre as principais causas da CHD, a síndrome de deleção 22q11.2 

(SD22q11.2) é a segunda mais comum, ficando atrás da síndrome de Down. A 

CHD é a manifestação mais crítica e principal fator de morbimortalidade na 

SD22q11 afetando entre 74% e 80% dos pacientes. Dentre diversas CHDs 

relatadas, os defeitos conotruncais e/ou do arco aórtico são os mais 

prevalentes.22,15 

Mecanismo 
genético 

Cromossomo / 
Região 

Síndrome 
genética 

Características dos defeitos cardíacos 

 
Tetrassomia 

22pter-q11 
síndrome do Olho 

do Gato 

Retorno total/parcial venoso pulmonar anormal; 

Veia cava superior esquerda persistente 

 
Trissomia 

13 
síndrome de 

Patau 

Defeito do septo ventricular; Ductus arteriosus 

patente; Defeito do septo atrial; Dextroposição. 

18 
síndrome de 

Edwards 

Defeito do septo ventricular; Defeito do septo 

atrial; Ductus arteriosus patente. 

21 síndrome de Down 
Defeito do septo ventricular; Defeito do septo 

atrioventricular; Defeito do septo atrial. 

Monossomia X 
síndrome de 

Turner 

Via de saída do ventrículo esquerdo; 

Malformação da aorta. 

Deleção 

3p síndrome-3p Defeito do septo atrioventricular 

4p 
síndrome de Wolf-

Hirschhorn 
Defeito do septo atrial 

5p 
síndrome Cri-du-

chat 
Variável (em 30%) 

8p síndrome-8p Defeito do septo atrioventricular 

 
9p 

 
síndrome-9p 

Defeito do septo ventricular; Ductus arteriosus 

patente; Estenose da valva pulmonar. 

Microdeleção 

7q11 
síndrome de 

Willams 

Estenose supravalvar aórtica; Estenose 

periférica da artéria pulmonar; Estenose da 

valva pulmonar. 

17p11.2 
síndrome Smith-

Magenis 

Estenose da valva pulmonar; Defeito do septo 

atrial; Defeito do septo ventricular; 

Malformação da valva atrioventricular. 

17p13.3 
síndrome Miller-

Dieker 

Tetralogia de Fallot; Defeito do septo 

ventricular; Estenose da valva pulmonar. 

22q11.2 
síndrome de 

DiGeorge 

Anomalias da via de saída e do arco aórtico. 

Adaptado de Brennan et al., 2001. Exames para diagnóstico: Tetrassomia, Trissomia e Monossomia – Cariótipo, array-CGH; Deleção – 

Cariótipo, array-CGH; Microdeleção – FISH, array-CGH. 



 
 

1.2 Síndromes de microdeleções/microduplicações 

 

A associação entre malformações congênitas e alterações 

cromossômicas teve seu início no ano de 1956, quando o pesquisador Jerome 

Lejeune identificou um cromossomo 21 adicional, em pacientes com síndrome 

de Down.23 A partir dessa descoberta juntamente com o auxílio da citogenética 

básica e, posteriormente, da molecular, o tratamento e aconselhamento 

genético para esses indivíduos foram aprimorados. As MMs puderam ser 

detectadas a partir da criação de técnicas moleculares, como a hibridização in 

situ fluorescente (FISH) e a reação em cadeia da polimerase (PCR), onde é 

possível observar rearranjos menores que antes não eram identificados com 

técnicas menos sofisticadas, como o cariótipo com bandamento G.24 

As síndromes de microdeleções e microduplicações (SMMs) originam-se 

de variações submicroscópicas no número de cópias de uma região do 

genoma, que por sua vez levam a ganhos ou perdas subcromossômicas 

específicas. Esses distúrbios podem ser chamados de síndromes de genes 

contíguos (SGC). As SGCs possuem regiões críticas de dois ou mais genes, 

com localização próxima, que são responsáveis por anomalias congênitas, 

atraso do desenvolvimento e transtornos neuropsiquiátricos.25 Estatisticamente, 

para cada síndrome de microdeleção deve haver uma síndrome de 

microduplicação recíproca, onde uma comparativa atual realizada no ano de 

2012, entre as duas alterações cromossômicas, mostra uma relação de 211 

microdeleções versus 79 microduplicações relatadas,26 conforme demonstrado 

na Figura 1. 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Figura 1. Visão geral esquemática de todas as regiões de microdeleção e microduplicação genômica 

já relatadas. As setas vermelhas indicam microdeleções, as setas azuis indicam microduplicações e 
regiões mistas de vermelho / azul indicam microduplicação e microdeleção recíproca. Adaptado de 

Weise et al., 2012. 

 

Exemplificando as SMMs, podemos citar a síndrome de deleção 22q11.2, 

também conhecida como DiGeorge/Velocardiofacial (SD22q11)27, síndrome de 

Williams-Beuren (del7q13)28, síndrome de Prader-Willi/Angelman (del15q11-

13)29 e síndrome de Duplicação 1q21.130, a qual possui um fenótipo bem 

parecido com a Velocardiofacial, entre outras (Tabela 2). 

 

 
 



 
 

Tabela 2. Exemplos de síndromes de microdeleções e microduplicações mais comuns. 

Síndromes Rearranjo 
cromossômico 

Região crítica 
cromossômica 

Incidência (nascimentos) 

Microdeleção 1p36 Deleção 1p36 1 em 5.000–10.000 

Microdeleção 3q29 Deleção 3q29 Não informada 

Wolf-Hirschhorn Deleção 4p16.3 1 em 50.000 

Cri-du-chat Deleção 5p15 1 em 20.000–50.000 

Sotos Deleção 5q35.3 1 em 5000–10,000 

Willams-Beuren Deleção 

Duplicação 

7q11.23 

7q11.23 

1 em 7.500 (del) 

Não informada (dup) 

Kleefstra Deleção 9q34.3 <1 em 1 milhão 

Beckwith-Wiedemann Duplicação 11p15 Não informada 

Jacobsen Deleção 11q24.1/24.3/25 1 em 100.000 

Prader-Willi* Deleção 15q11.2-q13 (paterno) 1 em 10.000–30.000 

Angelman* Deleção 15q11.2-q13 
(materno) 

1 em 12.000–20.000 

Rubenstein-Taybi Deleção 16p13.3 Não informada 

Miller-Dieker Deleção 17p13.3 Não informada 

Microduplicação 17p13.3       Duplicação          17p13.3 <1 em 1 milhão 

Smith-Magenis Deleção 17p11.2 1 em 25.000 

Potocki-Lupski Duplicação 17p11.2 Não informada 

Charcot-Marie-Tooth, tipo 1 (A) Duplicação 17p11.2-p12 Não informada 

Koolen–de Vries Deleção 17q21.31 1 em 16.000 

Alagille Deleção 20p11.2-p12 Não informada 

DiGeorge/Velocardiofacial Deleção 22q11.2      1 em 2.000 –4.000 

DiGeorge 2 

(10p13-p14 deletion) 

 

Deleção 10p13 pter 1 em 200.000 

Distrofia muscular de Duchenne Deleção Xp21 Não informada 

Adaptado de Crotwell & Hoyme, 2012; Vialard et al., 2012; Grati et al., 2015. Legenda: * = outras causas como impriting dissomia 
uniparental.  

 

 

 

 



 
 

1.3 Aspectos moleculares das microduplicações e microdeleções 

 

A caracterização das síndromes genéticas originou-se através da junção 

dos achados clínicos comumente encontrados em pacientes afetados, e na 

capacidade de detectar anormalidades cromossômicas por análise citogenética 

clássica e molecular. As deleções e duplicações cromossômicas parciais se 

destacam pela importância para a variabilidade do genoma, podendo ser ou 

não, patogênicas.31Desde os anos 80, as microduplicações e as microdeleções 

vêm sendo associadas a formas sindrômicas de deficiência intelectual (DI) e 

atraso do desenvolvimento (AD).32 

As microduplicações e microdeleções cromossômicas compreendem a 

perda ou ganho de parte de um ou mais genes devido à presença de variantes 

de número de cópias (CNVs) de um segmento de DNA.33,34 As CNVs abrangem 

deleções, translocações, duplicações ou rearranjos complexos que podem 

afetar a função dos genes através da disjunção da região codificadora ou 

reguladora, pela geração de um gene quimérico ou por efeito de posição. O 

tamanho dessas variantes é >50 pares de bases (pb) e sua presença no 

genoma humano é estimada em 12% com mais de 100.000 CNVs já 

identificadas.35,36,37 

A detecção das microduplicações e microdeleções permite identificar 

rearranjos cromossômicos e CNVs, os quais estão envolvidos em uma parcela 

significativa das anomalias congênitas. Cerca de 1 a1,7% de gestantes com 

idade avançada possuem CNVs patogênicas, o que significaria, quando 

comparado, uma frequência muito maior do que o número de casos de 

síndrome de Down.38,39 



 
 

Os rearranjos cromossômicos podem ser balanceados ou 

desbalanceados. O que difere entre os dois é se há perdas ou ganhos de 

material genético, embora tenha ocorrido algum rearranjo. No caso, as CNVs 

estão envolvidas nos rearranjos desbalanceados, que podem estar associados 

a deleções/duplicações ou a herança de produtos de translocações não 

balanceadas. Além disso, ambos mecanismos demonstram ter impactos na 

expressão de genes.40As CNVs podem ser classificadas em variações 

benignas, patogênicas ou variações de significância incerta (VOUS), com isso, 

muitas dessas podem estar associadas a síndromes ou basicamente a 

deficiências neurocognitivas, como autismo ou atraso do desenvolvimento.41 

As CNVs estão estabelecidas em duas classes: as recorrentes e as não 

recorrentes. Ambas são mediadas por diferentes mecanismos na formação de 

rearranjos estruturais.42 As variantes recorrentes originam-se a partir de 

recombinações homólogas não-alélicas (NAHR), onde são mediadas por uma 

pequena sequência de DNA repetitivo, conhecidas como LCRs (low-copy 

repeats) (Figura 2). Os rearranjos genômicos mais observados são causados 

por NAHR entre duas LCRs. As LCRs são regiões específicas do DNA que 

possuem geralmente o tamanho de 10-300 kilobases (kb) e 95-97% de 

similaridade entre si.43,44 Importante ressaltar que a extensão das CNVs 

recorrentes é idêntica em diferentes indivíduos.45,46 Aproximadamente, 37 

regiões do genoma já foram evidenciadas para esse tipo de recombinação.47 

 



 
 

 
Figura 2.Figura esquemática dasLCRs. As LCRs representam regiões de sequência altamente repetitivas de baixa 

cópia que podem fornecer um substrato para rearranjos cromossômicos mediados por NAHR. As setas azuis 

exemplificam duas grandes duplicações de uma sequência de alta similaridade que flanqueia uma região contendo 

genes a, b e c. Seguindo o desalinhamento dos homólogos, estas duplicações facilitam as NAHR durante a meiose, 

auxiliando um evento crossing-over entre duplicações segmentares parálogas, em vez de alélica. Isso resulta em dois 

produtos recíprocos: um cromossomo que transporta uma duplicação da região intermediária e uma cópia adicional dos 

genes a, b e c; e um segundo cromossomo que contém uma deleção dessa mesma região. Tais rearranjos são causas 

comuns de muitos distúrbios genômicos recorrentes, caracterizados por rearranjos recíprocos de regiões 

cromossômicas específicas. Adaptado de Watson et al., 2014. 

 

As CNVs não recorrentes possuem sequências com similaridade mais 

limitada que flanqueiam os pontos de quebra, contendo apenas 2-15 pb em sua 

estrutura. Estes rearranjos podem ocorrer em regiões ricas em LCRs, alterando 

a arquitetura genômica por estarem em sentido invertido nas sequências de 

DNA.48,49Além disso, os rearranjos não recorrentes compartilham uma região 

genômica comum de sobreposição (SRO, smallest region of overlap), que 

abrange o locus associado ao transtorno genômico (Figura 3).50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 3. Observações experimentais de rearranjos genômicos recorrentes e não recorrentes associados a distúrbios 

genômicos. A linha longa e fina significa a região genômica submetida a rearranjos genômicos. O retângulo preto 

representa um gene que está localizado na região reorganizada e pode ser afetado pelos rearranjos. As barras de azul 

escuro (em a) e vermelho (em b e c) representam os rearranjos (duplicações, eliminações ou inversões) com seus 

pontos de interrupção. a. Rearranjos recorrentes com um tamanho comum e pontos de quebra agrupados. A maioria 

dos rearranjos recorrentes resulta da recombinação homóloga não alélica (NAHR). Os dois retângulos listrados que 

flanqueiam o gene, retratam as repetições de baixa cópia (LCRs) funcionando como substratos para NAHR. Os pontos 

de quebra do rearranjo são agrupados dentro dos LCRs. b. Rearranjos não recorrentes. Os pontos de quebra dos 

rearranjos não recorrentes são dispersos na região genômica. Nota-se que todos os rearranjos compartilham uma 

região genômica comum de sobreposição (SRO), que engloba um gene necessário para o traço fenotípico transmitido, 

o que permite que esses rearranjos sejam determinados. c. Rearranjos não recorrentes com agrupamento de um ponto 

de interrupção. Alguns dos rearranjos não recorrentes têm um de seus pontos de quebra localizados em uma pequena 

região genômica. Este agrupamento de pontos de quebra é distinto do agrupamento do rearranjo recorrente, mas 

sendo um agrupamento de quebra, pode refletir na arquitetura genômica subjacente (por exemplo, palíndromo ou 

cruciforme) importante para o mecanismo de rearranjo, representado como o retângulo pontilhado na Figura 2c. 

Adaptado de Gu et al., 2008. 

 

As CNVs podem estar presentes em sequências de um gene ou em um 

gene inteiro, em um segmento contendo vários genes ou, em elementos 

regulatórios. As variantes intragênicas podem possuir consequências similares 

as mutações de ponto patogênicas, sendo que as CNVs maiores podem levar a 

síndromes de genes contíguos devido a sua possível inclusão em múltiplos 

genes. Com isso, essas variantes estão sendo associadas com o surgimento 

de doenças devido à interferência em funções fisiológicas.51 A expressão 

gênica nas regiões de CNVs está fortemente relacionada ao número de cópias 

de genes, ou seja, quanto maior concentração das variantes maior vai ser a 



 
 

expressão dos genes. Já para deleções, observa-se o oposto desse 

mecanismo.52,53 

Há também, genes que podem modificar a sua expressão pelo fato de 

estarem próximos aos pontos de quebra e presentes em número de cópias 

normais, como por exemplo, as microdeleções do cromossomo 7q11.23 

responsáveis pela síndrome de Williams-Beuren (WBS). Deleções e 

duplicações relacionadas a alterações na expressão gênica para CNVs 

também estão sendo citadas em estudos em humanos e camundongos, nas 

regiões 16p11.2 e 17p11.2, respectivamente.54,55,56 

A herança de produtos não balanceados dos rearranjos cromossômicos, 

como as translocações, é uma das causas para a origem das alterações nos 

números de cópias do genoma. Além disso, como resultado, podem-se 

observar grandes ganhos ou perdas de regiões cromossômicas.57 Portanto, as 

duplicações e deleções podem influenciar nos níveis normais de expressão 

gênica, alterando o número de cópias de um gene e assim, resultando em um 

produto genético diferenciado, além de exercer um efeito em outros genes que 

estão próximos ou distantes dos pontos de quebra. Possivelmente há também, 

alteração no tempo e na localização em que há a expressão. Assim, observa-

se a importância do estudo das CNVs em relação à expressão gênica, levando 

em conta todos os efeitos espaciais e temporais já relatados.58 

 

1.3.1 Síndrome de deleção 22q11.2 

 

A síndrome de deleção 22q11.2 (SD22q11 ou DiGeorge) (OMIM 

#188400) é uma das mais comuns desordens relacionadas a variantes do 

número de cópias (CNVs) e erros de recombinação meiótica não-homóloga. A 



 
 

SD22q11 é caracterizada por uma microdeleção no braço longo (q), região 11.2 

do cromossomo 22, com perda de, aproximadamente, 90 genes.59,22 

A prevalência e incidência em nascidos vivos ainda é objeto de estudo 

devido à grande variação no fenótipo que dificultaria a imediata identificação de 

indivíduos acometidos. Entretanto, na literatura são relatadas incidências ao 

nascimentos entre 1 em 2000 – 7000 nascidos vivos60, e atualmente, é 

considerada uma das anormalidades cromossômicas mais frequentemente 

observadas em associação com a CHD, ficando atrás apenas da síndrome de 

Down.61 Hoje, a maioria (90-95%) dos indivíduos recém identificados com 

SD22q11.2 possui deleções de novo, ou seja, nenhum dos pais tem a deleção 

22q11.2. No entanto, devido à melhora da sobrevida e, portanto, maior aptidão 

reprodutiva dos indivíduos com SD22q11.2, a prevalência, especialmente dos 

tipos hereditários, deve aumentar.62,63 

A SD22q11 é conhecida pela heterogeneidade de achados clínicos e a 

dificuldade de se estabelecer uma análise fidedigna baseado no fenótipo. Ainda 

hoje, o diagnóstico é basicamente clínico devido a impossibilidade de 

fornecimento de testes genéticos, principalmente em nível SUS, que poderiam 

auxiliar no acompanhamento e tratamento desses indivíduos. A primeira 

caracterização da SD22q11 veio por meio da descrição de achados clínicos em 

crianças que apresentavam a tríade clínica de imunodeficiência, 

hipoparatireoidismo e CHD, pelo Dr. Angelo DiGeorge, em 1965.64 Após o 

surgimento das técnicas citogenéticas convencionais e moleculares, foi 

possível a identificação da deleção da região q11.2 do cromossomo 22 que 

estava presente frequentemente nesses indivíduos diagnosticados clinicamente 

como síndrome de DiGeorge.65,66 



 
 

A SD22q11 é agora conhecida por ter uma apresentação heterogênea 

que inclui múltiplas anomalias congênitas e condições identificadas no decorrer 

da investigação clínica, tais como anomalias palatais, gastrointestinais e renais, 

doença autoimune, atrasos cognitivos variáveis, fenótipos comportamentais e 

doenças psiquiátricas.67 

Através da identificação da CHD nesses indivíduos, criou-se hipóteses 

de que um mecanismo que leva a uma alteração no desenvolvimento 

embrionário poderia estar envolvido.68 Na população em geral, a deleção 

22q11.2 está entre as causas mais comuns detectáveis de várias condições. 

Um grande número de indivíduos que apresentam a CHD possui a deleção 

22q11.2:  em 52% dos indivíduos com arco aórtico tipo B interrompido, em 34% 

com truncus arteriosus, em 16% com Tetralogia de Fallot e em 

aproximadamente 5-10% com defeitos do septo ventricular.69 

A relação entre os genes presentes na região 22q11.2 deletados em 

heterozigose e fenótipos ainda é pouco compreendida. Sabe-se que 4 LCRs 

(A, B, C e D) definem essa região. Estas LCRs, devido à semelhança 

substancial de sequência, facilitam a recombinação meiótica homóloga não-

alélica, resultando em translocação, deleção ou duplicação desequilibrada. 

Dependendo do tamanho da deleção e LCRs envolvidas, o fenótipo pode ser 

sucinto ou até mais abrangente. Mais de 85% da recombinação ocorre entre 

LCR A e LCR D, resultando em uma deleção "típica" de 3 Mb(Figura 4a).A 

deleção de 1,5 Mb entre LCR A e LCR B pode ser identificada em ∼10% dos 

indivíduos afetados.70 

Indivíduos com deleção LCR22A – LCR22B possuem o espectro 

completo de fenótipos que também é encontrado em indivíduos com a deleção 



 
 

típica LCR22A – LCR22D, sugerindo que os fenótipos chave da SD22q11 são, 

na sua maior parte, devidos à diminuição da dosagem dos genes localizados 

na região das LCR22A – LCR22B. Defeitos cardiovasculares também parecem 

ser 3 vezes mais frequentes em deleções de LCR22A – LCR22B ou LCR22A – 

LCR22D.71 Já as deleções em regiões distais, LCR22B –LCR22D ou LCR22C 

–LCR22D, são associadas a alterações no desenvolvimento cardíaco 

semelhantes àquelas associadas a deleção típica, embora apresentadas em 

menor frequência(Figura 4b). Existem ~90 genes conhecidos presentes no 

locus típico de 3-Mb da região 22q11.2, incluindo 46 genes codificadores de 

proteínas, sete microRNAs (miRNAs), dez RNAs não codificantes e 27 

pseudogenes.72 

 



 
 

 

Figura 4.Deleção 22q11. a) Tamanho de deleções entre LCRs na região 22q11. b) Genes envolvidos nas deleções 
entre LCRs na região 22q11. Adaptado de McDonald-McGinn et al., 2015, Motahari et al., 2019. 

 



 
 

1.4 Metodologias utilizadas para a investigação da SD22q11 

 

O início da citogenética clássica deu-se no final do século 19, através da 

realização de analises microscópicas de cromossomos em células de 

carcinoma e sarcoma.73 A partir disso, com o descobrimento de técnicas mais 

aprimoradas com o intuito de aumentar a resolução dos cromossomos, a 

citogenética humana tornou-se não só uma ciência valiosa, como uma 

estratégia de diagnóstico tradicional para detecção de anormalidades 

cromossômicas pré-natais, pós-natais e adquiridas.74 A primeira visualização 

de padrão de bandas cromossômicas foi através do método de bandamento Q 

e logo após, desenvolveu-se a técnica mais usada em tempos atuais, o 

bandamento G75 

A cariotipagem com bandamento G é considerada padrão-ouro para 

analises de doenças cromossômicas, como aneuploidias, trissomicas ou 

monossomias, além de grandes rearranjos estruturais (>5-10Mb). Esta 

metodologia baseia-se em cultura de células que varia de 3 a 5 dias, associado 

com a confecção de lâminas, seguida da coloração de Giemsa,com uso de 

uma enzima proteolítica (tripsina), e análise microscópica que possibilita a 

visualização habitual de um padrão de 450 a 550 bandas nos cromossomos. 

No entanto, a técnica não possibilita a visualização de alterações pequenas, a 

nível submicroscópico, como no caso de microdeleções cromossômicas.76 

A introdução e aplicação de abordagens moleculares aprimoraram a 

resolução da análise de cromossomos, resultando na obtenção rápida de 

resultados e detecção mais precisa de anormalidades cromossômicas. A FISH 

foi aprimeira metodologia aplicada na pesquisa citogenética77, além de ser 

atualmente uma das principais técnicas para diagnósticos clínicos e análises de 



 
 

microdeleções e microduplicações.78 Através da hibridização do DNA alvo com 

sondas fluorescentes, esta técnica permite identificar cromossomos envolvidos 

em aneuploidias e rearranjos cromossômicos, podendo ser obtido o resultado 

em 48horas. Por mais que esta abordagem seja de nível mais elevado, a 

capacidade de detecção é considerada limitada, pois dependendo dos 

conjuntos de sondas escolhidas, as alterações podem não ser possíveis de 

análise.79 

A FISH é a técnica mais utilizada para o diagnóstico devido à sua alta 

sensibilidade e baixo custo relativo. As sondas comerciais para SD22q11 têm 

como alvo o segmento de DNA entre as LCR22A - LCR22B da região 22q11.2, 

mas não podem precisar o tamanho da deleção. A sonda LSI TUPLE1-HIRA 

Spectrum Orange/LSI ARSA Spectrum Green possui duas sequências de DNA 

marcadas com duas cores (vermelho e verde), na qual uma hibridiza na banda 

alvo 22q11.2 (LSI TUPLE Spectrum Orange) e a outra na banda controle 22q13 

(ARSA Spectrum Green).78 

A TUPLE1-HIRA é específica para a banda 22q11.2, mais precisamente 

no gene HIRA que está posicionado entre a LCR22A-LCR22B. A sonda 

apresenta microssatélitesde DNA (D22S553, WI-326, D22S942) localizados em 

diferentes posições no gene HIRA(Figura 5). A ausência do sinal vermelho no 

cromossomo 22 indica deleção do locus HIRA em 22q11.2 (Figura6a). A ARSA 

é específica para a banda 22q13 que hibridiza na extremidade telomérica do 

cromossomo 22, diretamente marcada com verde e é usada como um controle 

interno, além de verificar a região 22q13.As sondas hibridizadas fluorescem 

com luminosidade moderada a intensa tanto em núcleos de interfase como em 

metáfases cromossômicas. Em núcleos de interfase e metáfases de células 



 
 

normais, a sonda geralmente aparece como 2 sinais vermelhos e dois sinais 

verdes distintos (Figura 6b). 

 

 

Figure 5. Localização dos microssatélites de DNA presentes na sonda TUPLE1-HIRA. Adaptado de 

McDonald-McGinn et al., 2015; USCSgenome browser (http://genome.uscs.edu). 

 

 



 
 

 

Figure 6.Imagens da análise da FISH do Laboratório de Citogenética da UFCSPA. a) Células alteradas: 

ausência do sinal vermelho (TUPLE1-HIRA) em metáfase e em intérfase, indicando deleção do locus 
HIRA em 22q11.2. b) Células normais: núcleos de intérfase e metáfase de células normais apresentando 

2 sinais vermelhos (TUPLE1-HIRA) e dois sinais verde (ARSA) distintos. 

 

Outras técnicas, como a amplificação de sonda multiplex dependente de 

ligação (MLPA) e o array-CGH são úteis para definir o tamanho da deleção. O 

array-CHG permite detectar rearranjos cromossômicos muito pequenos 

einicialmente esta abordagem era feita para identificar desequilíbrios 

cromossômicos através da detecção de CNVs em tumores, no intuito de 



 
 

distinguir genes que poderiam estar envolvidos na patogênese do câncer.80,81 

Pouco depois, começou então a ser utilizada como uma poderosa tecnologia 

genômica, auxiliando o diagnóstico clínico de pacientes que apresentavam 

atraso mental idiopático, deficiência intelectual, anormalidades congênitas, 

esquizofrenia e outros transtornos neuropsiquiátricos. Através desta técnica foi 

possível analisar o genoma inteiro em alta resolução, detectando variações até 

então desconhecidas.82 

Em relação à detecção de genes com deleções/duplicações, podemos 

destacar a técnica de MLPA. Por ser um método sensível e rápido, simples e 

econômico, é indicado para caracterizar desordens congênitas e hereditárias, 

analisando quantitativamente mais de 40 dosagens diferentes de sequências 

em uma única reação de PCR.83Além disso, o MLPA pode analisar até 96 

amostras simultaneamente, com resultados em até 24h, seguindo o protocolo 

descrito em basicamente quatro passos (desnaturação, hibridização do DNA, 

reação de ligação e amplificação por PCR). Já para interpretação dos 

resultados, é necessário realizar etapas de separação dos produtos por 

eletroforese capilar e a análise dos dados por programas específicos. Mais de 

300 sondas (probes) estão sendo comercializadas para a investigação de 

doenças genéticas, porém a técnica é incapaz de detectar rearranjos 

balanceados e mosaicismos de baixo grau, além de ser sensível a qualidade 

da amostra de DNA testada.84,85,86 

 

 

 

 



 
 

1.5 Gene HIRA 

 

O gene HIRA (Histone Cell Cycle Regulator), também conhecido como 

DGCR1 ou TUPLE1 é considerado o principal gene candidato em algumas 

síndromes de haploinsuficiência, como a SD22q11, e a sua atividade 

insuficiente pode interromper o desenvolvimento embrionário normal.87 O HIRA 

codifica uma chaperona responsável pela incorporação de uma variante da 

histona H3.3 em nucleossomos, é conservado em eucariontes e está associado 

ao silenciamento transcricional. Seu domínio N-terminal também funciona como 

um ativador transcricional que marca genes ativos e promotores, e 

potencialmente envolvido na recuperação após dano ao DNA. Estes gene 

provavelmente media as alterações irreversíveis do ciclo celular que ocorrem 

em células senescentes.88 

A ligação entre o HIRA e a SD22q11 tem estimulado muito a 

investigação sobre a função da proteína HIRA, visto que é essencial para o 

desenvolvimento embrionário.89Em camundongos e galinhas, o HIRA é 

detectado na crista neural, pré-migratória e migratória, arcos faríngeos e 

coração. Já se sabe também que a deleção do HIRA em pintinhos está 

associado ao tronco arterioso persistente, um fenótipo chave do SD22q11. A 

deleção condicional de HIRA em miócitos cardíacos de camundongo altera a 

expressão gênica, causa patologia e hipertrofia, mas não perturba a 

morfogênese cardíaca.87 

 

 

 

 



 
 

2. JUSTIFICATIVA 

 

A identificação de alterações cromossômicas é importante, principalmente 

no acompanhamento pré-natal e na antecipação de diagnósticos, contribuindo 

para o planejamento familiar por meio de aconselhamento genético adequado. 

A falta de disponibilização de exames diagnósticos em genética médica torna 

difícil a realização de testes genéticos principalmente para pacientes atendidos 

pelo Sistema Único de Saúde (SUS).  

A FISH é considerada padrão-ouro para análises de microdeleções e 

microduplicações cromossômicas, sendo a primeira alternativa quando 

evidenciado a suspeita clínica de SMMs, como a SD22q11. A SD22q11 é 

conhecida pela heterogeneidade de achados clínicos e a dificuldade de se 

estabelecer uma análise fidedigna baseado no fenótipo. Ainda hoje, o 

diagnóstico é basicamente clínico devido a impossibilidade de fornecimento de 

testes genéticos, principalmente em nível SUS, que poderiam auxiliar no 

acompanhamento e tratamento desses indivíduos. 

Apesar da variabilidade fenotípica da SD22q11, a CHD vem se tornando o 

principal achado para a suspeita clínica juntamente com a presença ou 

ausência de dismorfias, sendo elas, faciais e vertebrais. Com isso, é importante 

que se faça um diagnóstico completo da SD22q11, obtendo um maior número 

de informações possíveis a fim de proporcionar melhor acompanhamento e 

tratamento dos pacientes. Assim, a partir de uma atenta avaliação clínica pode-

se traçar uma estratégia de investigação visando a otimização do uso dos 

diferentes testes genéticos. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 
Realizar avaliação clínica e análise por hibridização in situ fluorescente 

(FISH) de pacientes com suspeita clínica de SD22q11.2 encaminhados ao 

Serviço de Genética Clínica da UFCSPA. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

1. Identificar o perfil de paciente encaminhado com suspeita clínica de 

SD22q11; 

2. Determinar as dismorfias e alterações cardíacas encontradas nos 

pacientes que apresentarem a deleção 22q11; 

3. Verificar se há alguma alteração exclusiva para pacientes com a deleção 

22q11; 

4. Comparar os achados encontrados com a literatura e sugerir um critério 

mais assertivo para o encaminhamento a investigação molecular; 

5. Possibilitar o acesso a novas tecnologias aos pacientes suspeitos ou 

portadores de doenças genéticas; 

6. Fornecer laudos aos pacientes sobre os procedimentos diagnósticos 

realizados; 

7. Composição de um biorepositório visando análises futuras;  
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ABSTRACT  

 

22q11.2DS is considered one of the most frequently observed chromosomal 

abnormalities in association with congenital heart disease (CHD) include some 

combination with others conditions. Thus, the aim of this work was to verify the profile 

of dysmorphia and heart defects found in patients referred to a reference center in 

Southern Brazil with clinical findings suggestive of 22q11.2DS. Of overall sample, only 

patients with facial dysmorphia (skull, eyes, ear, and nose) associated with CHD 

(obstructive pulmonary valve ring, truncus arteriosus and bicuspid aortic valve 

associated with ASD and/or right aortic arch) had a 22q11.2 deletion. These findings 

proved to be reliable clinical criteria for referral to perform FISH investigation for 

22q11.2 deletion. 

 

KEYWORDS: Heart Defects, Congenital; 22q11 Deletion Syndrome; Facial 

Dysmorphism;  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

INTRODUTION 

 

22q11.2 deletion syndrome (22q11.2DS or DiGeorge syndrome) 

(OMIM#188400) is one of the most common disorders caused by copy number variants 

(CNVs) and non-homologous meiotic recombination errors. 22q11.2DS is characterized 

by a microdeletion in region 11.2 of the long arm of chromosome 22, with 

approximately 90 genes being deleted.1,2 

The prevalence and incidence in live births is still studied due to the high 

phenotypic variation, which makes the immediate identification of affected individuals 

difficult. However, the literature reports incidences between 1 in 2000 - 7000 live 

births.3 Currently, 22q11.2DS is considered one of the most frequently observed 

chromosomal abnormalities in association with congenital heart disease (CHD), only 

after Down syndrome.4 

CHD is a condition characterized by structural and functional abnormalities of 

the heart and great vessels, which appear during cardiac embryogenesis.5 It has an 

incidence of 19-75 cases per thousand live births. CHD has a complex and 

multifactorial etiology, with about 80% of CHDs being a combination of genetic and 

environmental factors.6 Aneuploidies and microdeletions of chromosomal regions are 

associated with the development of CHD7, but how this chromosomal imbalance alters 

cardiogenesis is unclear and probably much more complex than a gene dosage effect. 

The majority of CHDs occur as isolated malformations, while 25-30% are associated 

with extracardiac abnormalities and often found in association with known genetic 

syndromes.8 

Cardiac malformation caused by genetic or chromosomal abnormalities, such as 

Down syndrome, is found approximately 1 in 100 children.9 In the general population, 



 
 

22q11.2 deletion is one of the most common detectable causes of several clinical 

conditions. A large number of individuals with CHD have 22q11.2 deletion, such as: 

individuals with interruption of the aortic arch type B (52%), truncus arteriosus (34%), 

tetralogy of fallot (ToF) (16%) and ventricular septal defects (5~10%).10 

G-band karyotype is considered the gold standard for chromosomal diseases 

analysis such as aneuploidy, trisomy or monosomies, including large structural 

rearrangements (>5-10Mb). However, visualization of small sub-microscopic 

alterations, as microdeletions, can not be performed by this technique.11FISH was the 

first methodology applied in cytogenetic microdeletion research12, and is currently one 

of the main techniques for clinical diagnosis as well as for microdeletions and 

microduplications analysis.13 Through hybridization probing using doubly labeled 

fluorescent probes, the identification of aneuploidies and chromosomal rearrangements 

can be obtained in 48 hours.14 

Although genetic diseases are individually rare, their frequency, as a group, is an 

important field in medical care. Early diagnosis is extremely important and directly 

impact on infant morbidity and mortality when associated with congenital 

malformations, especially in the neonatal period. Chromosomal abnormalities 

identification is important in prenatal follow-up and in early diagnosis, contributing to 

family planning through adequate genetic counseling.  

In Brazil, the Unified Health System (UHS) offers every Brazilian citizen full, 

universal and free access to health services. Considered one of the largest and best 

public health systems in the world, the UHS benefits about 180 million Brazilians and 

provides care, from simple outpatient procedures to highly complex care. However, 

molecular genetic tests are not routinely provided by this system, neglecting many 



 
 

individuals who have some genetic disease. Thus, research works, such as this one, are 

essential to help in the diagnosis of patients who need molecular investigation. 

Despite the phenotypic variability of 22q11.2DS, CHD has become the main 

finding for clinical suspicion along with the presence or absence of facial and vertebral 

dysmorphia.15,16,17,18  Thus, the aim of this work was to verify the profile of dysmorphia 

and heart defects found in patients referred to a reference center in Southern Brazil with 

clinical findings suggestive of 22q11.2DS. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

It was a prospective study with convenience sampling developed at the 

Cytogenetics Laboratory / Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre 

(UFCSPA) from January 2017 to December 2019. The sample consisted of patients 

cared by UHS presenting clinical findings suggestive of 22q11.2DS. The patients were 

followed up at the Hospital da Criança Santo Antônio (HCSA), Hospital Escola of 

Universidade de Pelotas (HE-UFPEL), Hospital Universitário de Santa Maria (HU-SM) 

and  Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul (IC-FUC). After genetic evaluation, 

blood sample was collected in heparin tube and, then, sent to the Cytogenetics 

Laboratory / UFCSPA for cell culture and analysis by FISH. 

Genetic evaluation consisted of a review of clinical data and medical history 

such as echocardiography, followed by a dysmorphological physical examination. Then, 

a peripheral blood sample was collected from all participants in a heparin tube for cell 

culture, which was based on Moorhead et al19 protocol. Molecular cytogenetic testing 

by FISH was performed using the commercial Vysis LSI DiGeorge/TUPLE1 (Abbott 

Molecular) region dual-color probe, which identifies deletions of band 22q11.2.This 



 
 

probe mixture contains the OrangeSpectrum TUPLE 1 (HIRA) probe (30 regions 

without TUPLE 1, D22S553, D22S609 and D22S942 coding) and the GreenSpectrum 

LSI arylsulfatase A (ARSA) control probe that maps the telomeric end of 22q 

(22q13.3). The protocol suggested by the manufacturer was used to perform this 

methodology on fixed cell suspension samples. The analysis was performed under an 

Axio Imager Z2 Zeiss fluorescence microscope (Göttingen, Germany). In each case, 10 

metaphases and 200 complete interphase nucleus were analyzed for respective 

hybridization signals of the probes. The pictures were captured using a high resolution 

digital camera coupled to the fluorescence microscope and processed using Isis 

Fluorescence Imaging System software. The described analysis, with the count of 

fluorescent signals per metaphase and per interphase nucleus, were performed in the 

laboratory standard form. 

Research Ethics Committee of all participants Hospitals and UFCSPA approved 

the present study. Only patients whose parents consented to participate were included in 

the study. 

 

RESULTS 

 

Blood samples from 47 individuals aged 3 days to 14 years with clinical findings 

suggestive of 22q11.2DS were referred to the Cytogenetics Laboratory. Final sample 

was consisted of 46 individuals (23 females and 23 males). One patient was excluded 

due the absence of cellular growth. 

In total, three suspected patients' profiles with 22q11.2DS were referred for 

analysis: individuals with only dysmorphia (n=4); individuals with isolated heart 

disease (n=7) and individuals with both dysmorphia and CHD (n=35). Of all individuals 



 
 

analyzed, 56.52% (26/46) had karyotype results: 88.46% (23/26) with normal 

chromosomal constitution (46.XX/46.XY) and 11.53% (3/26) with altered chromosomal 

constitution. In addition, 46.47% (20/46) had no karyotype result. Alterations identified 

in the threealtered karyotypes were: 46,XX,del(16)(q12.1q22); 47,XX,+mar and 

46,XY,t(6;8)(q23.3;q22.1). FISH was performed in 46 patients with clinical findings of 

22q11DS, including those with altered karyotype results. Of overall sample, 15.21% 

(7/46) showed a 22q11.2 deletion, consistent with the clinical diagnosis of 22q11.2DS. 

Among the three suspect individual’s profiles, only patients with dysmorphy associated 

with CHD had the deletion (Table 1). 

 

Dysmorphia and cardiac alterations analysis of patients with 22q11.2 deletion: 

 

The main alterations found in patients with 22q11.2 deletion were: face 

dysmorphia (100%); skeletal abnormalities (57.14%); breast abnormalities (28.57%); 

skin abnormalities (14.28%); neurological alterations (14.28%); endocrine alterations 

(42.85%) and CHD (100%) (Table 2).  

Considering the types of alterations, some dysmorphisms and cardiac defects 

were identified exclusively in patients with 22q11 deletion, such as: small anterior 

fontanel (1/7), ectopic calcifications in soft tissue (1/7), café au lait spots(1/7), 

pseudohypoparahyroidism (1/7),obstructive pulmonary valve ring (1/7), truncus 

arteriosus (1/7) and bicuspid aortic valve (2/7) (Table 2 and 3). 

 

Unexpected results: 

 

 The three altered karyotypes identified by FISH did not show a 22q11 deletion. 

However, a idic(22)(q11.2) chromosome was identified in the individual with karyotype 



 
 

47,XX,+mar.In addition, one of the patients without karyotype result showed a 22q13 

(LSI ARSA x1) deletion by FISH. The FISH analyses of both patients are presented in 

Figure 1. 

 

DISCUSSION 

22q11.2DS is known for the heterogeneity of clinical findings and the difficulty 

of establishing a reliable analysis based only on phenotype. In Brazil, the diagnosis is 

still clinical due to the difficulty of performing genetic tests, especially in UHS, which 

if performed, could help in the better follow-up and treatment of these individuals. The 

main medical centers, when less experienced, are not exempt from underdiagnosing 

patients with 22q11.2DS.20The overall prevalence of clinical alterations detected may 

differ according to the age of the patient and the specialist's experience. Currently, 180 

clinical features and symptoms, such as physical and behavioral abnormalities, have 

already been described. However, typical findings are not found in all cases21, 

corroborating the clinical findings of this study. 

In our study, we classified the patients with clinical suspicion of 22q11.2DS 

referred for molecular analysis into three clinical profiles. Of these, only patients with 

dysmorphia associated with CHD had a 22q11.2 deletion (7/35). This result is 

compatible with literature. 22q11.2 deletion is more frequent in patients with CHD 

associated with other clinical findings (80-90%) than in patients with isolated 

conotruncal heart disease (29%).22 The interindividual variability of the 22q11.2 

deletion phenotype is characteristic, once individuals with significant clinical 

expression of the syndrome can be found, as well as moderately affected individuals. 

The precise phenotypic evaluation of patients with deletion demonstrates that facial 

abnormalities, severely or slightly expressed, are detectable in all cases,23 which 



 
 

corroborates with our findings. All individuals with 22q11.2 deletion, besides heart 

defects, showed facial dysmorphia that ranged from skull, nose, eyes and ears 

alterations (Figure 2). Among the facial abnormalities found, the small anterior fontanel 

was exclusively seen in deleted patients (n=1, see Table 2). 

In our sample, 91,3% of the patients had CHD, and in 16,7% the malformation 

was isolated. All individuals with 22q11.2 deletion showed extracardiac alterations and 

CHD (15,21%). Other studies found similar results. Fokstuen et al.15 investigated the 

incidence of 22q11.2 deletion in a series of patients with extracardiac alterations with 

CHD and isolated heart defects. All patients with the deletion presented major or minor 

additional extracardiac anomalies (8%). No deletion was detected in the group of 

isolated cardiac malformations. Wozniak et al.16 also analyzed children with CHD 

(conotruncal and non-conotruncal) who presented at least one additional characteristic 

of 22q11.2DS.The deletion was detected in 14.94% of the patients examined and, after 

CHD, face dysmorphy was the most evidenced clinical feature in the study (84.51%). 

Halder et al.17 also performed a study to determine the prevalence and capacity of 

clinical criteria to predict 22q11 deletion. In total, only 6.16% of individuals had the 

deletion and none of the cases with isolated heart defects was positive for 22q11.2DS. 

The most frequent alterations found in these individuals were also dysmorphic facial 

features. The differences in prevalence of patients with the deletion who have 

congenital heart disease and facial dysmorphia can be explained by the sample size.  

When comparing our results with other studies, it can be seen that screening for 

22q11.2 microdeletion in cases of cardiac malformations associated with extracardiac 

manifestations, in the form of facial dysmorphism, should be considered. It is also 

known that it is difficult to carry out an efficient dysmorphological assessment in 

newborns or in infants in the intensive care unit (ICU). These characteristics are often 



 
 

subtle or less evident, making congenital heart disease one of the main clinical 

suspicions for SD22q11 in these individuals. In these situations, it is important to 

observe if the patient does not have any other alterations compatible with the syndrome, 

since isolated heart disease does not demonstrate to be a good parameter for molecular 

analysis referral. 

Conontrucal heart defects are often found in these individuals. ToF is the most 

described alteration24, but interruption of the aortic arch type B, truncus arteriosus and 

ventricular septal defects are also frequently observed10. We analyzed the types of heart 

defects present in patients with 22q11.2 deletion and verified if there were any exclusive 

alteration in these individuals. In total, twelve heart defects were observed (Table 3). 

Obstructive pulmonary valve ring, truncus arteriosus and bicuspid aortic valve were 

present only in patients with the deletion. 

Study of specific "cardiac phenotype" in patients with 22q11.2 deletion shows 

that a particular cardiac anatomy can be identified.18 In fact, patients with conotruncal 

heart defect often have additional heart defects that may lead to the suspicion of the 

presence of the 22q11 deletion.23 In our sample, the most frequent alterations in this 

individuals were ASD (5/7), followed by right aortic arch (4/7). However, these 

findings were also observed in the nondeleted individuals associated with other heart 

defects. Coincidentally, the three exclusive alterations in the deleted individuals were 

associated with an ASD and right aortic arch. Aortic arch alterations are observed in 

85% of 22q11.2DS cases, and when there is an association with other heart defects, it is 

one of the main reasons for referral to 22q11DS investigation.7Association between 

interruption of the aortic arch type B, persistent truncus arteriosus, ToF and ventricular 

septal defect with ASD have been described in patients with 22q11.2DS.25 



 
 

Other clinical features were also seen exclusively in the deleted patients, such as 

ectopic calcification in soft tissue (n=1), café au lait spots (n=1) and PHP (n=1). Ectopic 

calcification was a consequence of PHP in only one patient of this study, a rare case of 

association of PHP with 22q11.2 deletion.26 

FISH is the most widely used genetic diagnostic procedure for 22q11.2 deletion 

analysis.27,28,29 However, commercially available FISH probes cannot detect atypical 

deletions.30 In total, seven deleted individuals (15.21%) were confirmed, but it is 

important to take into account that although the rest of the individuals have clinical 

signs of the syndrome and have no detectable deletion, other causes may be responsible 

for the phenotype. Mutations in genes associated with heart disease such as TBX1 

(located in the deleted region of chromosome 22)31, GATA4 (8p23.1)32 and DGS2 

(10p13-14)33, are other possible causes. 

Others diagnostic methods can also be used to identify 22q11.2 deletion and 

determine microdeletion size and chromosomal breakpoints, such as high resolution 

comparative genomic hybridization (HR-CGH), multiplex ligation dependent probe 

amplification (MLPA), short tandem repeats (STR), as well as quantitative polymerase 

chain reaction (qPCR).34 Kuo et al35 described a case of a fetus with CHD diagnosed by 

ultrasonography (singleton fetus with heart defects including overriding aorta, small 

pulmonary artery, and ventricular septal defect) associated with extracardiac defects, 

and referred for molecular analysis for 22q11.2 deletion. MLPA, a-CGH and FISH 

techniques confirmed the deletion. Conventional cytogenetic analysis revealed a normal 

male karyotype. CHD’s prenatal identification are beginning to play an important role, 

since early diagnosis is crucial for the treatment and follow-up of these individuals, 

improving the life quality and reducing premature deaths.36 



 
 

In our study, 22q11.2 deletion was not detected by karyotype analysis in any 

case, reinforcing the idea that this technique is ineffective for deletion research. 

However, karyotype examination is usefulin order to detect other chromosomal 

alterations that may or may not be related to clinical findings that resemble 22q11.2DS. 

The three individuals with altered karyotype were referred to 22q11.2 deletion 

molecular cytogenetic analysis, as they had clinical findings compatible with 

22q11.2DS.However, no deletion was detected by FISH. 

Patients with altered karyotypes (46,XX,del(16)(q12.1q22), 

46,XY,t(6;8)(q23.3;q22.1) e 47,XX,+mar) had heart defects and dysmorphia that were 

also observed in our deleted patients (IVC, ASD, PDA, right aortic arch, DORV, sacral 

anomalies; large anterior fontanel; wide nose; low ear implantation). We have not found 

any description in literature of 16q12.1q22 deletion cases, as well as 

t(6;8)(q23.3;q22.1). Interstitial deletions near 16q region (16q12.2q2137and 16q12.2-

q1338) have already been reported in cases of skeletal dysmorphia and cardiac 

malformations, respectively.  

47,XX,+mar patient’s karyotype revealed the presence of a non-defined 

chromosome origin isodicentric marker. Through FISH, it was observed that 

TUPLE1/HIRA probe hybridized on the marker chromosome allowing identification of 

the idic(22)(q11.2). This alteration may be associated with cat eye syndrome (CES; 

OMIM #115470), a rare malformative syndrome whose diagnosis is based on the 

presence of an extra marker chromosome derived from chromosome 22.39 

FISH also detected the 22q13 deletion in a patient with clinical characteristics 

similar to SD22q11.2. This region has been associated with Phelan-McDermid 

syndrome (OMIM #606232)40 and Metachromatic leukodystrophy (OMIM #250100)41, 

but our patient did not have clinical characteristics compatible with these two disorders. 



 
 

CONCLUSION 

 

More assertive clinical criteria for molecular testing are crucial for optimizing 

spending on testing, better diagnostics, treatment and follow-up of the patients. 

Furthermore, appropriate genetic counseling can be offered to the families in order to 

aid them with risk of recurrence as well as prenatal care in future pregnancies.  

Facial dysmorphia (skull, eyes, ear, and nose) associated with CHD proved to be 

a reliable clinical criteria for referral to molecular analysis. Among heart defects, we 

suggest that individuals with obstructive pulmonary valve ring, truncus arteriosus and 

bicuspid aortic valve associated with ASD and/or right aortic arch should perform FISH 

investigation for 22q11.2 deletion. Particularly in newborns, the detection of these 

cardiac defects is crucial for the early diagnosis of this syndrome, as dysmorphisms 

associated with 22q11.2DS are often slightly or lately expressed. 
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FIGURE LEGENDS: 



 
 

Figure 1. Figure 1. FISH analysis with/without contrast: Red signal – probe 

TUPLE1/HIRA specific to the 22q11.2 region. Green signal – control probe ARSA 

specific to the 22q13 region. The arrows indicates the signs of hybridization. a) FISH 

analysis in a patient with del 22q13. The normal chromosome 22 shows both red and 

green (marker) hybridization signal, while the deleted one shows only the green signal 

(marker). b) FISH analysis in a patient with 47,XX, + mar. The normal chromosome 22 

shows both red and green (marker) hybridization signal. Here, we can identify that an 

extra signal from the red probe TUPLE1/HIRA hybridized in the marker identified in 

the karyotype (+ mar), concluding that this marker is idic(22)(q11.2). 

 

Figure 2.Percentage of individuals with 22q11 deletion presenting face dysmorphia 

associated with CHD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Table 1. Results of cytogenetic analysis according to the profiles of suspected individuals. 

 

Table 2. Clinical findings observed in patients with 22q11 deletion x patients without 22q11 deletion. 

  

Individuals diagnosed with 22q11.2 deletion 

Without 

22q11.2 

deletion 

 

 P12 P13 P15 P22 P23 P29 P31 n n 

Age 2m 5d 3m 16d 14y 5d 6m   

FACE DYSMORPHIA          

Skull          

Large anterior fontanel   +    + 2 7 

Small anterior fontanel  +      1 0 

Nose          

Nasal Bridge, Wide  + +  +   3 11 

Nasal Bridge, Depressed       + 1 2 

Tubular nose      +  1 1 

Nares, Anteverted  +      1 1 

Eyes          

Palpebral fissure + +      2 4 

Epicanthal fold     +   1 2 

Ears          

Low ear implantation   +     1 8 

Microtia +       1 1 

Overfolded superior helix + +  +   + 4 9 

SKELETAL ABNORMALITIES          

Ectopic calcification in soft tissue   +     1 0 

Sacral anomalies  +      1 12 

Short neck  + +   +  3 6 

Clinodactyly of the 5th fingers  +      1 10 

Hypoplastic phalanges  +      1 1 

Hypoplastic nails    +    1 2 

BREAST ABNORMALITIES          

Teletelia  + +     2 3 

Inverted Nipple  + +     2 1 

SKIN ABNORMALITIES          

Café au lait spots       + 1 0 

NEUROLOGICAL ALTERATIONS          

Delayed psychomotor development     +   1 3 

ENDOCRINE ALTERATIONS          

Hypocalcemia. + + +     3 1 

Pseudohypoparathyroidism (PHP)   +     1 0 

CHD + + + + + + + 7 35 

GROUPS 

NORMAL 

KARYOTYPE 

(n=23) 

FISH 

RESULTS  

ABNORMAL 

KARYOTYPE 

(n=3) 

FISH 

RESULTS 

WITHOUT 

KARYOTYPE 

(n=20) 

FISH 

RESULTS 

ONLY 

DYSMORPHISMS 

(n=4) 

3 del22 (0) 0 del22 (0) 1 del22 (0) 

ISOLATED 

HEART DISEASE 

(n=7) 

1 del22 (0) 0 del22 (0) 6 del22 (0) 

CHD 

+ 

DYSMORPHISMS 

(n=35) 

19 del22 (4) 3 del22 (0) 13 del22 (3) 



 
 

Table 3. Heart defects observed in patients with 22q11 deletion x patients without 22q11 deletion. 

 

Individuals diagnosed with DS22q11 

Without 

DS22q11 

diagnosis 

CHD P12 P13 P15 P22 P23 P29 P31 n n 

Pulmonary valve agenesis      +  1 1 

Right aortic arch + + +   +  4 5 

Pulmonary atresia +   +    2 3 

Atrial septal defects(ASD)  +  + + + + 5 27 

Interventricular communication(IVC) +   + +   3 19 

Double outlet right ventricle (DORV)   +     1 5 

Interruption of the aortic arch type B       + 1 1 

Obstructive pulmonary valve ring      +  1 0 

Patent ductus arteriosus (PDA)     +   1 14 

Tetralogia of Fallot (ToF)    +  +  1 12 

Truncus Arteriosus  +      1 0 

Bicuspid aortic valve  +     + 2 0 

Abbreviation: P= patient; n= number of patients; 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Figure 1. FISH analysis with/without contrast: Red signal – probe TUPLE1/HIRA specific to the 22q11.2 

region. Green signal – control probe ARSA specific to the 22q13 region. The arrows indicates the signs of 

hybridization. a) FISH analysis in a patient with del 22q13. The normal chromosome 22 shows both red and 

green (marker) hybridization signal, while the deleted one shows only the green signal (marker). b) FISH 

analysis in a patient with 47,XX, + mar. The normal chromosome 22 shows both red and green (marker) 

hybridization signal. Here, we can identify that an extra signal from the red probe TUPLE1/HIRA hybridized 

in the marker identified in the karyotype (+ mar), concluding that this marker is idic(22)(q11.2). 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Figure 2. Percentage of individuals with 22q11 deletion presenting face dysmorphia associated with 

CHD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

6. CONCLUSÕES 

 

 As doenças genéticas representam um importante problema de saúde 

pública, pois, além de provocarem uma enorme proporção de mortes infantis, 

são a causa de grande parte das internações em hospitais pediátricos. 

Atualmente são poucos os exames genéticos realizados via SUS. O presente 

projeto visou a realização de uma abordagem clínica e genética em pacientes 

suspeitos de deleção 22q11.2.  

 No Brasil, o Sistema Único de Saúde (SUS) oferece a cada cidadão 

brasileiro acesso pleno, universal e gratuito aos serviços de saúde. 

Considerado um dos maiores e melhores sistemas públicos de saúde do 

mundo, o SUSbeneficia cerca de 180 milhões de brasileiros e oferece 

atendimento, desde simples procedimentos ambulatoriais até atendimento de 

alta complexidade. Entretanto, os testes genéticos moleculares não são 

rotineiramente fornecidos por este sistema, negligenciando muitos indivíduos 

que têm alguma doença genética. Assim, trabalhos de pesquisa, como este, 

são essenciais para auxiliar no diagnóstico de pacientes que necessitam de 

investigação molecular. 

 Através deste estudo foi possível fornecer acesso as novas 

tecnologias diagnósticas para as síndromes de microdeleções, bem como a 

avaliação genética completa para os pacientes. Cada resultado obtido originou 

um laudo que foi entregue na consulta médica. Além disso, casos que não 

foram elucidados neste estudo, estão sendo encaminhados para investigação 

utilizando outras técnicas já realizadas no laboratório de Citogenética da 

UFCSPA. Além disso, de acordo com nossos resultados, conseguimos verificar 



 
 

três perfis de pacientes que são encaminhados, baseado no diagnóstico 

clínico, para a investigação molecular. Porém destes, apenas indivíduos que 

apresentaram dismorfias de face e cardiopatia congênita continham a deleção. 

Importante salientar que, como a cardiopatia congênita é um dos principais 

achados encontrados para o encaminhamento a investigação molecular, os 

defeitos cardíacos demonstrados neste estudo como, anel valvar pulmonar 

obstrutivo, truncus arteriosus e valva aórtica bicúspide associada à CIA e/ou 

arco aórtico direito são melhores candidatos para a investigação por FISH para 

deleção 22q11.2.  

 O presente estudofaz parte de um projeto maior intitulado “Avaliação 

etiológica de pacientes suspeitos ou portadores de doenças genéticas, ou 

síndromes malformativas.”, aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa 

(CEP) do HCSA (Parecer N° 2.315.917), UFCSPA (Parecer N° 2.729.168) e do 

IC-FUC (Parecer Nº 3.604.989). Deste projeto maior estão sendo 

desenvolvidos diversos outros trabalhos e projetos.A realização de testes 

genéticos específicos possibilita a obtenção de diagnósticos mais precisos, 

levando a um planejamento terapêutico mais otimizado, além de diminuir o 

sofrimento de pacientes e suas famílias. Também gera reflexos em relação a 

diminuição de custos, agilizando o diagnóstico.  

  

 

 

 

 

 



 
 

7. ANEXOS 

7.1. Parecer do Comitê de Ética da UFCSPA 

 

 
 

 



 
 

 
7.2 Parecer do Comitê de Ética do HCSA 

 

 
 
 



 
 

7.3 Parecer do Comitê de Ética do IC-FUC 
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