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RESUMEN

Objetivo: evaluar la utilidad de la PCR para marcadores microsatélites (PCR-STR) en la region
22q11.2 en el ADN genémico, para identificar microdeleciones en pacientes con sindrome de
DiGeorge (SDG).

Materiales y Métodos: se hizo un andlisis de las historias clinicas de tres nifias con SDG y se
investigaron deleciones en el cromosoma 22q11.2 mediante FISH y PCR-STR.

Resultados: la FISH logrd detectar deleciones en 22q11.2 en dos de las tres pacientes. Por
su parte, por medio de la PCR-STR, se logrd establecer que la paciente n.° 1 presentaba una
delecién de 1,5 Mb proximal al centrémero, la segunda de mayor frecuencia en los pacientes
con SDG@G. La delecién fue de origen paterno. Para caracterizar el defecto molecular en las otras
pacientes, seria necesario acoplar estudios de cromatografia a este método, que permitan
determinar el tamano molecular de cada uno de los alelos parentales, o bien, ampliar este
andlisis con mds microsatélites informativos ubicados en la region 22q11.2 para asi definir
mas precisamente el tamano de la delecion.

Conclusiones: la PCR-STR en el ADN genémico es una alternativa para identificar deleciones
que afectan microsatélites en la region 22q11.2 a un menor costo que la FISH y con
resultados mas rapidos; al mismo tiempo permite definir el origen parental y el tamafo de
la microdelecién. Esta informacion es valiosa para identificar los genes asociados con las
caracteristicas clinicas del sindrome.
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SUMMARY

Cytogenetic evaluation and loss of heterozigocity
of chromosome 22q11.2 in patients with the
DiGeorge syndrome

Objective: To evaluate the usefulness of PCR for mi-
crosatellite marRers (PCR-STR) in the 22q11.2 region
of the genomic DNA in order to identify microdele-
tions in patients with the DiGeorge syndrome (DGS).

Methodology: Clinical information was obtained from
the medical charts of three DGS patients. Deletions in
the chromosomic region 22q11.2 were investigated
using FISH and PCR-STR.

Results: We detected 22q11.2 deletions in two of the
patients using FISH. Through PCR-STR, we identified
the centromere-proximal 1.5 Mb deletion in patient
n.° 1, the second most common defect in DGS. This
deletion was of paternal origin. In order to better
characterize the molecular defect in the other two
patients included in this study, cromatographic
analyses should be coupled to the PCR-STR. This
would allow more accurate determination of the
molecular weight of each parental allele. Also, more
microsatellite markers in the 22q11.2 region should be
analyzed to better define the deletion size.

Conclusions: PCR-STR using the genomic DNA is
a good alternative to identify deletions affecting
microsatellites in the 22q11.2 region. In comparison
to FISH, the PCR-STR is easy to carry out, less
expensive and equally reliable in the detection of
typical deletions. PCR-STR also allows to determine
the parental origin and the deletion size, a valuable
information to identify genes associated with the
clinical manifestations of this syndrome.

KEY WORDS

Microsatellite Instability: Polymerase Chain Reaction;
DiGeorge Syndrome

INTRODUCCION

El sindrome de DiGeorge (SDG) es una anomalia
congénita compleja que resulta de deficiencias en
la migracion, diferenciacion y sefalizacion de las
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células de la cresta neural durante la cuarta a octava
semanas del desarrollo embrionario (1). Su incidencia
se calcula en 1:4.000 a 1:6.000 nacidos vivos; afecta
por igual a hombres y mujeres (2,3).

El SDG se diagnostica clinicamente con base en la
identificacion de la triada de cardiopatia congénita,
hipoplasia o aplasia del timo (asociada a inmuno-
deficiencia) e hipoparatiroidismo con hipocalcemia
neonatal. No obstante, es frecuente observar dismor-
fismo facial y alteraciones funcionales en el paladar
(disfuncion velofaringea, insuficiencia velopalatina)
0 en otros 6rganos (agenesia o displasia renal, anor-
malidades oftalmoldgicas y esqueléticas, retardo en la
erupcién o hipoplasia del esmalte dental, problemas
psiquiatricos) (4). La expresion de estas anomalias es
variable y mientras algunas se informan hasta en el
100% de los pacientes, otras suelen ser esporadicas (2).

Entre las afecciones cardiacas y los defectos en los
grandes vasos registrados en el SDG se incluyen la
interrupcion del arco adrtico, el tronco arterioso co-
mun, la atresia pulmonar y la tetralogia de Fallot; sin
embargo, también se han reportado otros defectos
cardiacos (2). El grado de hipoplasia del timo es va-
riable y se detecta en aproximadamente el 80% de los
pacientes (5), a menudo asociado a inmunodeficien-
cia celular con linfopenia y disfuncion leve a mode-
rada de linfocitos T, mientras que la aplasia timica se
observa solo en alrededor del 1% de los casos como
una inmunodeficiencia grave combinada (6,7). La hi-
pocalcemia se expresa clinicamente con espasmos
musculares, problemas cardiacos e interrupciones en
la funcidn cortical por cambios repentinos, desorga-
nizados o excesivos del nivel de calcio en las células
cerebrales (8).

El SDG se asocia con alteraciones cromosémicas
(microdeleciones) en el cromosoma 22q11.2 en el 85% a
90% de los pacientes, o en el 10q13 en aproximadamente
5% a 10% de los casos. La mayoria de las deleciones son
de novo, con menos del 10% heredadas de uno de los
dos padres. Sin embargo, en aproximadamente el 5%
de los casos no es posible identificar las alteraciones
genéticas asociadas (9). En 84%-90% de los pacientes
con deleciones en el cromosoma 22q11.2 suelen
identificarse deleciones “tipicas” que tienen una
longitud de aproximadamente 3 Mb y afectan al
segmento gendmico conocido como “regidn critica de
SDG” (RCD), localizada entre los LCR (por la sigla en
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inglés de low copy repeats) Ay D (figura n.° 1), mientras
entre 7%y 14% de los casos corresponden a deleciones
del mismo segmento pero de solo 1,5 Mb y proximales
al centrémero entre los LCR Ay B (figura n.° 1) (9-11).
No obstante, en la RCD se han descrito deleciones
que van desde los 0,6 Mb hasta los 1,5 Mb distales al
centrémero (11), asi como en las regiones adyacentes
a la 22q11.2 y otras que se sobreponen a la RCD y sus
regiones adyacentes, con longitudes que varian entre 3
Mby 4 Mby que se denominan “atipicas” (12). Ademas, a
menudo no es posible establecer una correlacién entre
el genotipo y el fenotipo porque algunos pacientes
con deleciones grandes presentan un fenotipo menos
grave que los pacientes con microdeleciones, una
caracteristica también observada en los pacientes con
delecién en la region 10p13 (13).

La hibridacién in situ fluorescente (FISH, por la sigla
en inglés de fluorescent in situ hybridization) es la
técnica mas usada para identificar las deleciones en el
cromosoma 22q11.2; consiste en tomar una muestra
de sangre total del paciente para luego hibridar
el material genético de las células con dos sondas
fluorescentes de distintos colores que permiten tanto
la identificaciéon del cromosoma 22 (sonda 1) como
la detecciéon de deleciones hemicigotas en la RCD
(sonda 92). Para lograr este objetivo, es importante
inducir la proliferacion celular en cultivo de linfocitos
de sangre periférica mediante un mitdégeno, para
[uego bloquear la divisidn celular y la segregacion de
los cromosomas y obtener las metafases; sin embargo,
la técnica también se puede hacer en células en
interfase. Debido a que el proceso de la FISH puede
tomar varios dias y requiere cultivos asi como un
microscopio de fluorescencia y un observador
entrenado para la identificacion apropiada de las
sefiales provenientes de las sondas, en anos recientes
se ha venido empleando la técnica de PCR (por
la sigla en inglés de polymerase chain reaction)
para la amplificacion de marcadores microsatélites
(PCR-STR, por la sigla en inglés de short tandem
repeats) en diferentes enfermedades causadas por
alteraciones cromosdmicas (14,15) lo cual permite
también determinar la pérdida de heterocigocidad
y, ademds, establecer en muchos casos el origen
parental y el tamafo de la delecién. Esta técnica es
muy reproducible y eficiente y se efecttia en menor
tiempo y a un costo més bajo que la FISH (16).

El presente estudio tuvo como objetivo hacer
una prueba piloto para comparar la FISH con la
PCR-STR en la RCD, y determinar la posibilidad de
hacer diagnéstico molecular del defecto en forma
mas répida y efectiva.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se efectud en tres pacientes con
diagnostico de SDG establecido mediante la revision
de historias clinicas y el examen fisico. Los datos se
consignaron en un formato que incluyé: edad, sexo,
numero y tipo de infecciones y hospitalizaciones,
presencia de enfermedades congénitas en familiares y
causas de muerte. El estudio conté con la aprobacién
del Comité de Bioética de la Sede de Investigaciones
Universitarias de la Universidad de Antioquia y con
el consentimiento informado de los padres de cada
paciente, siguiendo las normas internacionales (17).

Deteccion de microdeleciones en la region 22q11.2
mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH)
en linfocitos de sangre periférica

Los nucleos en interfase se obtuvieron a partir de tres
mL de sangre periférica anticoagulada con EDTA, que
se incubaron con 10 mL de solucién hipoténica de KCI
al 0,075 M a 37 °C durante 20 minutos para promover
la lisis celular; posteriormente se centrifugd a 1.000
rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, se
retir6 el sobrenadante y se procedio a fijar los nticleos
con solucion de fijacion Carnoy (acido acético-
metanol, relacion 1:3).

Para obtener ntcleos en metafase, se tom6 un mL de
sangre anticoagulada, se diluy6 en cincomLde soluciéon
RPMI suplementada con suero fetal bovino al 10%, 200
p/mL de penicilina y 200 p/mL de estreptomicina (RPMI
completo) y se procedid a estimular las células con
20 pug/mL de fitohemaglutinina (Sigma Co, St Louis,
MO). EI cultivo se incubd durante 72 horas a 37 °C en
5% de CO,, luego de Io cual se agregaron 140 L de
N-deacetil-N-metilcolchicina a una concentracion de
10 pg/mL (Colcemid, GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA)
incubando por 40 minutos adicionales a 37 °C en 5% de
CO, con el propésito de inhibir la polimerizacion de los
microtubulos vy, asi, desensamblar el huso acromaético
lo que genera una parada del ciclo celular en metafase.
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Posteriormente, el cultivo se centrifugd a 1.500 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente; [uego se
retird el sobrenadante y las células se resuspendieron
lentamente y se agregaron gota a gota 10 mL de
solucién hipoténica de KCI al 0,075 M precalentada
para Iuego incubarlas a 37 °C por 20 minutos y asi
promover la lisis celular. Seguidamente se hizo una
nueva centrifugaciéon a 1.500 rpm durante 10 minutos
a temperatura ambiente, se retir el sobrenadante y se
procedio a fijar los ntcleos con 10 mL de solucién de
fijaciéon Carnoy fria (-20 °C) aplicada gota a gota. Se
incubd durante 10 minutos en hielo y se centrifugd a
1.500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. La preparacion de
metafases se almaceno a -20 °C en solucion de fijacion.

Envarios portaobjetos se aplicaron de manera uniforme
tres gotas de la suspension de los nucleos en interfase o
metafase y se dejaron secar; las placas se almacenaron
a -20 °C hasta realizar la hibridacién in situ para lo cual

Cromosoma 22

g1t
q11.2

q12

ql3

ARSA

Region
cromosomica

\

se emplearon las sondas SpectrumGreen™ LST ARSA
(que hibridan el gen Arilsulfatasa A, localizado en la
regiéon 22q13.3, Figura n.° 1) y SpectrumOrange™ LSI
TUPLE I (que flanquea la regién 3’ no codificadora
del gen TUPLE I y las regiones D225553, D22S609 y
D295949, Figura n.° 1) (Vysis, Abbott Laboratories,
[llinois, USA). La hibridacién se llevd a cabo aplicando
10 pL de cada sonda y cubriendo inmediatamente
la placa con un cubreobjetos, para incubar a
37 °C por 16-24 horas en la oscuridad. Finalmente, se
adicionaron a la placa 10 pL de colorante de contraste
4-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, por la sigla en inglés
de 4-6-diamidino-2- phenylindol)y se hizo la lectura en
un microscopio de epifluorescencia, modelo Axyskop
2 dotado con un filtro triple (DAPI/Orange/Green) y
con una camara fotografica CCD AxioCam MRc, (Carl
Zeiss Microlmaging GMBH, Gottingen, Alemania). Se
contaron més de 100 nucleos por paciente.
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B
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Figura n.° 1. Idiograma del cromosoma 22 que ilustra la region critica de SDG (RCD)
A la izquierda se definen las regiones cromosémicas y a la derecha se ubican el gen ARSA y cada uno de los marcadores microsatélites de interés en este estudio situados en
|a region critica del sindrome de DiGeorge (RCD) en 22q11.2. Los tridngulos verdes y cada una de las letras A, B, C'y D definen la ubicacion de los LCR dentro de la RCD. El rectdn-
gulo naranja localiza la regién reconocida por la sonda TUPLE 1, utilizada para identificar la delecion de SDG por medio de FISH. Entre los microsatélites D225427/D225264
y D225264/D225801 hay una distancia de aproximadamente 1,5 Mb que delimita la RCD la cual tiene un tamafio aproximado de 3 Mb y se ubica entre los LCR A y D

PCR para microsatélites (PCR-STR) en la region
22q11.2

A partir de 3 mL de sangre total se hizo la extraccion de
ADN empleando el estuche PureGen para extraccion
de ADN de sangre total (PureGen Technology, CA)
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siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN se
almaceno¢ a 4 °C hasta su uso. Los ADN de pacientes,
padresy controles se sometieron a PCR para amplificar
los marcadores polimorficos D225S941, D29S944 y
D225264, ubicados en la RCD (figura n.° 1) empleando
los siguientes primers: D225941 = [F- GAG GTT ACA

IATREIA Vol 24(3) septiembre 2011



AAG TAC ATT AAC TT], [R- CAA GAA ATG GTT GGA
GCT GGT]; D29S944 = [F- CAT GTG AAA GAT GCT
ACT TCC], [R- ATC CCA TGA TGC TCC TCC CCA TI;
D29S264 = [F- ATT AAC TCA TAA AGG AGC CC], [R-
CAC CCC ACC AGA GGT ATT CCJ. Las PCR se hicieron
en un termociclador Geneamp® PCR system 9700 (PE
Applied Biosystems, Massachusetts, USA) a partir de 50
ng de ADN gendmico/individuo en un volumen total
de 25 uL que contenia 10 pmol de cada primer; 4 nmol
de deoxinucledtido trifosfato (ANTP) y 0,5 U de Taq
polimerasa (Promega, Madison, Wisconsin, USA) en una
solucién tampodn 1X de sulfato de amonio (Promega)
bajo las siguientes condiciones: 16 mmol/L [NH,] SO,
67 mmol/L Tris, pH 8,8, 0,1% Tween y 1,5 mmol/L MgCI,
(Promega). Las condiciones de la PCR fueron como
sigue: desnaturalizacién inicial a 94 °C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién (94 °C por
30 segundos), alineamiento (64,3 °C por 30 segundos
para D225S944 y D22S941 y 62,9 °C para D225264) y
extension (72 °C por 30 segundos) (15).

Para la resolucion de las bandas, los productos de
PCR se resolvieron por peso molecular en un gel de
poliacrilamida al 7,5% y la visualizacién de las bandas
se hizo mediante tincién con nitrato de plata. Los
protocolos de tincidn se han descrito previamente (18).

RESULTADOS

Antecedentes clinicos y caracteristicas fenotipicas
de Ios pacientes con diagnodstico de SDG

Las caracteristicas fenotipicas de las tres nifias con
diagnostico de SDG se describen en la tabla n.° 1.
Todas se diagnosticaron clinicamente durante los
dos primeros meses de vida como SDG incompleto.
Al momento de la caracterizacién fenotipica y
genotipica, la paciente n.° 1 tenia seis afios, la n.° 2,
cinco anos y la n.° 3, 10 meses de edad. Con respecto
a los hallazgos de dismorfismo facial, se observd
hipertelorismo en las tres pacientes, implantacién
baja del pabelldn auricular en las pacientes n.° 1
y 2 y telecanto en la paciente n.° 3. Ademas, en la
paciente n.° 1 se detectaron uvula bifida y paladar
hendido con retardo del habla y en la n.° 2 se observo
paladar duro ojival. En la paciente n.° 3 no se detectd
ninguna anormalidad en el sistema bucofaringeo. En
las pacientes n.° 1 y 2 se identificaron cardiopatias

troncoconales consistentes en interrupcion del
arco aortico tipo B y comunicacién interventricular
con hipertensién pulmonar; en la otra paciente
se identificaron transposicion de grandes vasos,
comunicacién interauricular y ductus arterioso
persistente. En las pacientes n.° 1 y 2 se obtuvo
evidencia radioldgica de sombra timica reducida de
tamano. Las anormalidades metabolicas en el periodo
neonatal consistieron en hipocalcemia (pacientes n.°
1y 92), hiperfosfatemia (paciente n.° 1) e hipokalemia
(paciente n.° 1) (tabla n.° 1). Ademas, se registraron
anomalias no descritas anteriormente en el SDG
como la hernia crural (paciente n.° 2) y la pardlisis
facial periférica (paciente n.° 3).

FISH para la region 22q11.2

La técnica de FISH revel6 una microdelecion hemi-
cigota en las pacientes n.° 1 y 2 en la regién 22q11.2
(figura n.° 2, fotografias A y B). Considerando que el
diagnostico de SDG se basa casi exclusivamente en
hallazgos clinicos y de laboratorio, estos dos casos se
reclasificaron entonces como sindrome por delecidn
de la region 292q11.2. En la paciente n.° 3 no se pudo
detectar la delecion con la sonda Tuple 1 incluso al
analizar los ntcleos en metafase (figura n.° 2, fotogra-
fia C). Considerando que esta sonda solo detecta de-
leciones proximales al centromero dentro de la RCD,
serfa necesario, en el caso de la paciente n.° 3, com-
plementar este estudio genético por FISH emplean-
do sondas o marcadores que detecten deleciones en
otras regiones de 22q11.2 y en otros cromosomas que
también estan asociados al SDG como el 10q13.

Confirmacién dela microdelecion cromosdmicaen
la region 22q11.2 mediante PCR para marcadores
polimorficos

Se ha propuesto la PCR para marcadores
microsatélites como una alternativa para la FISH en
SDG, porque puede también determinar con alto
poder de resolucion la pérdida de heterocigosidad de
estos marcadores (15). Dado que esta prueba requiere
el andlisis del ADN de los padres para comparar los
alelos paternos y maternos con los del paciente, no
solamente se puede identificar este tipo de defectos
cromosémicos y el tamano de la delecidn, sino que
también se puede definir el origen parental de esta
cuando se sospeche segregacion del defecto.
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Para este andlisis, evaluamos los marcadores
polimorficos D225S941, D225S944 y D22S264 en las
tres pacientes y en sus respectivos padres. En la
paciente n.° 1 se observaron solo una banda para
los dos primeros marcadores y dos bandas para el
tercer marcador, en contraste con los padres, en
quienes se observaron dos bandas en cada uno de
los marcadores. Basados en el tamano de las bandas
se concluyd que la paciente heredd un alelo de cada

marcador microsatélite de su madre, pero no de su
padre. Por lo tanto, la delecién es de origen paterno.
La paciente n.° 2 mostrd una banda para cada uno de
los marcadores, mientras que sus padres mostraron
las dos bandas respectivas para cada marcador.
La paciente n.° 3 present6 las dos bandas para los
tres marcadores, la madre una sola banda para el
marcador D225944 y el padre una sola banda para el
marcador D225264 (figura n.° 3).

A B

Figura n.° 2. FISH realizadas en las tres pacientes con diagndstico de SDG. A partir de células mononucleares de sangre venosa periférica se obtuvieron nd-
cleos en interfase o metafase que se hibridaron empleando las sondas ARSA y TUPLE-1 y se analizaron empleando un microscopio de epifluorescencia usando DAPI
como colorante de contraste. Las flechas cerradas indican la sefial fluorescente verde correspondiente a la sonda ARSA, mientras que las abiertas indican la sefal flluo-
rescente naranja de la sonda TUPLE 1. A'y B. Células en interfase de las pacientes n.o 1y 2, respectivamente. C. Células en metafase de la paciente n.° 3. Aumento: 1.000X

D225944

D225941

Paciente 1

Paciente 2

p M Pa P M Pa
P M Pa p M Pa

Figura n.° 3. Analisis molecular mediante PCR-STR de marcadores microsatélites contenidos en la RCD en pacientes con diagnéstico de SDG. Resultados de la
electroforesis en geles de poliacrilamida tefiidos con sulfato de plata de los fragmentos de PCR-STR obtenidos a partir del ADN gendmico de las pacientes n.° 1,2 y 3y sus
padres, para los marcadores polimdrficos D225941, D225944 y D225264. Las flechas indican las bandas para cada uno de los alelos detectados. P: padre; M: madre; Pa: paciente

P M Pa
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En resumen, los resultados sugieren que la paciente
n.° 1 es hemicigoto para los marcadores ubicados entre
el LCR-A y LCR-B lo cual confirma el resultado de FISH
para detectar la delecién. No obstante, en la paciente
n.° 2, debido a que los padres presentaban alelos de
un tamano molecular similar para los tres marcadores

microsatélites evaluados, no fue posible definir si
era homocigoto para los alelos de los microsatélites
estudiados o presentaba la delecion. Enla pacienten.®3
no se observd la microdelecién porque es heterocigoto
para cada marcador, un resultado que estd de acuerdo
también con los resultados del FISH.

Tabla n.° 1. Caracteristicas fenotipicas de las pacientes con SDG evaluadas por el Grupo de Inmunodeficiencias Primarias,
Universidad de Antioquia, Facultad de Medicina

Rasgos fenotipicos

Hipertelorismo
Rostro Telecanto

Implantacion baja del pabellén auricular

Uvula bifida
Paladar hendido
Paladar duro ojival
Retardo del habla

Sistema
bucofaringeo

Interrupcion del arco adrtico tipo B

Comunicacién interventricular
. . i Hipertensién pulmonar
Tipo de cardiopatia L
Transposicion de grandes vasos
Comunicacién interauricular

Ductus arterioso persistente

Glandulas Hipoplasia del timo
Hipocalcemia
Hiperfosfatemia
lones . .
Hipokalemia
Hiperelasticidad articular
_ Retardo psicomotor
Neuroldgico o . .
Paralisis facial periférica
Otros Hernia crural bilateral

Zonas de cabello hiperpigmentadas

Lesiones hipocrémicas

Paciente n.° 1 Paciente n.° 2 Paciente n.°3

X X X
X
X X
X
X
X
X X
X X
X X
X
X
X
X X
X X
X
X
X
X X
X
X
X

X: presencia del defecto

DISCUSION

Las aberraciones en la regién 22q11 constituyen una
de las alteraciones cromosdmicas mas comunes
en humanos y llevan a fenotipos complejos que

las convierten en un problema de salud publica
importante. Un diagnéstico temprano de la delecion
22q11 en ninos con enfermedad cardiovascular
congénita permite la deteccion rapida de Ilas
caracteristicas no cardiacas asociadas para su
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adecuado tratamiento como también para hacer una
consejeria genética apropiada.

En el presente estudio se hizo una caracterizacion
citogenética y molecular de tres nifias diagnosticadas
clinicamente con SDG incompleto. Cabe resaltar que
a pesar de haber hecho el diagndstico de SDG en los
primeros meses de vida, las pacientes n.° 1 y 2 solo
pudieron acceder a la caracterizacién citogenética
y molecular del defecto a los seis y cinco afnos de
vida, respectivamente. Esto se debe probablemente a
que no se dispone de la prueba FISH para detectar
defectos en SDG en casi ninguna de las entidades de
salud del pais. Por lo tanto, es muy importante disefiar
estrategias de diagnoéstico genético de SDG que sean
rapidas, faciles de efectuar y econdmicas para que
faciliten los estudios genéticos para este sindrome.

La caracterizacion fenotipica detallada de las pacientes
incluidas en este estudio reveld que las tres tenian los
defectoscardiacoscominmente asociadosconelSDGy,
loqueesimportante, seidentificaron dosanormalidades
que no habian sido informadas previamente en este
sindrome: la hernia crural y la paralisis facial periférica.
En las tres pacientes se buscaron microdeleciones
en la region 22q11.2 mediante la técnica de FISH
pero solo en las pacientes n.° 1 y 2 se encontrd la
microdelecién por esta técnica; entonces, de acuerdo
con la nomenclatura actualmente empleada, estos dos
casos se reclasifican como pacientes con sindrome
por delecion en la region 22q11.2. Los padecimientos
en la paciente n.° 3 se siguen denominando SDG
hasta que se detecte su causa genética. Debido a que
la sonda Tuple 1 solo detecta deleciones proximales
al centrémero dentro de la region critica del SDG,
es necesario complementar este estudio genético
empleando otras sondas o marcadores que detecten
deleciones en regiones distales y adyacentes y en otros
cromosomas que también estdn asociadas a SDG.
Segun lo propuesto como alternativa al uso de FISH,
la PCR para amplificar marcadores microsatélites
puede identificar los defectos genéticos en el SDG y
revelar el origen parental y el tamafo de la delecion.
En un estudio Ilevado a cabo con PCR empleando
los marcadores D22S941 y D225944 ubicados entre
los LCR-A y -B, y el marcador D225264 ubicado entre
LCR-B y -C, Pereira y colaboradores (15) definieron
indices de heterocigosidad para estos tres marcadores
(D225941 y D22S944 con cinco alelos y D225264 con
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seis alelos) de 70,8%, 80,4% y 70,4%, respectivamente.
Basados en estos datos, los autores calcularon que la
PCR-STR usando estos tres marcadores polimorficos
tendria un 98% de especificidad para detectar los
defectos genéticos en 22q11. En el presente estudio
se amplificaron estos microsatélites en ADN de tres
pacientes con diagndstico de SDG y en sus padres.
Debido a que el tamafio de las bandas le restd
informatividad a los alelos, para la paciente n.° 2 es
necesario ampliar el estudio con mas microsatélites
informativos ubicados en la regiéon 22q11.2, o bien
acoplar a este método estudios de cromatografia, que
permitan determinar con mayor exactitud el tamano
molecular de cada uno de los alelos parentales y asi
definir el tamafo de la delecién. Para la paciente n.° 3
también seria importante ampliar el estudio genético
en 22q11.2 con mds microsatélites ubicados distales
al centromero y entre los LCR B, C y D, para definir
si presenta una de las deleciones atipicas en SDG.
Sin embargo, mediante esta técnica de PCR se logrd
establecer que la paciente n.° 1 presentd la segunda
delecién de mayor incidencia en el SDG (delecion de
1,5 Mb proximal al centromero, dentro de la RCD).

Es importante también anotar que la paciente
n.° 3 en quien no se pudieron detectar alteraciones
en la regidon cromosdmica 22q11 ni por FISH, ni por
PCR-STR, se diferencia clinicamente de las otras dos
pacientes, pues no presenta alteraciones en el sistema
bucofaringeo ni en el timo, ni habia evidenciado
defectos neuroldgicos o alteraciones idnicas
que pudieran sugerir un defecto en la glandula
paratiroides. Ademads, sus defectos cardiacos eran
diferentes a los de las pacientes n.° 1 y 2. Aunque se
ha demostrado que es dificil hacer una correlaciéon
genotipo/fenotipo en el SDG, nuestro estudio enfatiza
la necesidad de efectuar el diagnéstico genético y
establecer el tamano de la delecion en el SDG. Esta
informacion podria contribuir de manera importante
a definir [os diferentes genes implicados en las diversas
manifestaciones clinicas en SDG.

Proponemos entonces el uso de la PCR-STR como
ayuda diagnostica pararastrear delecionesenlaregion
22q11.2 en pacientes con evidencia clinica de SDG.
Ampliando el nimero de microsatélites evaluados y
adaptando esta técnica a métodos cromatograficos
que permitan definir con mayor exactitud los alelos
presentes tanto en los padres como en los pacientes
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sospechosos, la PCR-STR podria ser una alternativa
mas facil, més econdémica e igualmente confiable
para los estudios genéticos en SDG ademas de
permitir caracterizar el origen parental y el tamano
de las deleciones en comparacion con el FISH, que
en estos momentos es el estdndar de oro para los
estudios genéticos en este sindrome.
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