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Resumo

Fundamento: Os defeitos cardiacos congénitos sao o grupo de anormalidades estruturais mais prevalentes ao nascimento
e uma das principais causas de morbidade e mortalidade infantil. Estudos tém mostrado a contribuicao da variacao no
niimero de cépias na génese das malformacdes cardiacas.

Obijetivos: Investigar a variacao no niimero de copias génicas em criancas com defeito cardiaco conotruncal.

Métodos: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) foi realizado em 39 pacientes com defeito
cardiaco conotruncal. Avaliacao clinica e laboratorial foi realizada em todos os pacientes. Os pais dos probandos que
apresentaram alteracées também foram investigados.

Resultados: Variagao no niimero de copias foi detectada em 7/39 pacientes: delecao 22q11.2, duplicacao 22q11.2, duplicagao
15q11.2, duplicagao 20p12.2, delecao 19p, duplicagao 15q e 8p23.2 com duplicacao 10p12.31. As caracteristicas clinicas
foram compativeis com o relatado na literatura associadas com microdelecao/microduplicacao encontrada. Nenhuma dessas
alteragoes foi herdada dos pais.

Conclusoes: Nossos resultados demonstram que a técnica de MLPA é iitil na investigacio de microdelecées e
microduplicacbées em defeitos cardiacos congénitos conotruncais. O diagnéstico precoce das variacées no niimero de
copias em pacientes com defeito cardiaco congénito auxilia na prevencao de morbidade e diminuicao da mortalidade
nesses pacientes. (Arq Bras Cardiol. 2015; 104(1):24-31)
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Abstract

Background: Congenital heart defects (CHD) are the most prevalent group of structural abnormalities at birth and one of the main causes of
infant morbidity and mortality. Studies have shown a contribution of the copy number variation in the genesis of cardiac malformations.

Objectives: Investigate gene copy number variation (CNV) in children with conotruncal heart defect.

Methods: Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) was performed in 39 patients with conotruncal heart defect. Clinical and
laboratory assessments were conducted in all patients. The parents of the probands who presented abnormal findings were also investigated.

Results: Gene copy number variation was detected in 7/39 patients: 22q11.2 deletion, 22q11.2 duplication, 15q11.2 duplication,
20p12.2 duplication, 19p deletion, 15q and 8p23.2 duplication with 10p12.31 duplication. The clinical characteristics were consistent
with those reported in the literature associated with the encountered microdeletion/microduplication. None of these changes was
inherited from the parents.

Conclusions: Our results demonstrate that the technique of MLPA is useful in the investigation of microdeletions and microduplications
in conotruncal congenital heart defects. Early diagnosis of the copy number variation in patients with congenital heart defect assists in the
prevention of morbidity and decreased mortality in these patients. (Arq Bras Cardiol. 2015; 104(1):24-31)
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Introducao

Os defeitos cardiacos congénitos (DCC) sao o grupo de
anormalidades estruturais mais comuns ao nascimento,
com prevaléncia estimada de 1-5% dos nascidos vivos,
constituindo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade infantil'2.

Os fatores genéticos sao importantes na etiologia complexa
dos DCC. Sindromes mendelianas e cromossdmicas ocorrem em
20% dos casos de DCC. Os mecanismos genéticos subjacentes
que representam os 80% restantes sao pouco compreendidos**.

As malformagdes conotruncais representam um grupo
heterogéneo de malformagoes cardiacas envolvendo o
sistema de saida dos ventriculos e o polo arterial do coragao.
Essas malformagdes comprometem o desenvolvimento das
vias de saida do coracdo e sdo responsaveis por cerca de
10-25% de todos os DCC diagnosticados ao nascimento'®.

Apbs o sequenciamento do genoma humano, um novo
tipo de alteragao gendmica foi descoberto — a variagdo no
nimero de cépias — e sua associagdo com malformagoes
cardiacas foi estabelecida’®.

As variagdes no nimero de cépias (CNVs) sao definidas
como fragmentos de acido desoxirribonucleico (DNA), maior
ou igual a um quilobase (kb), presentes em ndimero variavel
em um genoma’'®.

As CNVs constituem uma parte importante da diversidade
genética em relagdo a evolugao e suscetibilidade a
doengas; consequentemente, sua detecgao e associagao
com caracteristicas e fené6tipos constituem importante
passo para melhor entender a etiologia da afeccdo'"'>.
CNVs que abrangem varios genes podem afetar outros
6rgaos importantes, além do coragdo. Como o DCC pode
ser o primeiro defeito a ser detectado no paciente, a CNV
em pacientes com DCC pode levar ao diagnéstico precoce e
tratamento de sintomas extracardiacos'>.

Anélise molecular pela técnica de Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) tem sido utilizada
para determinar variagdo no nimero de copias. Essa técnica
detecta vdrias sindromes de microdelegoes/microduplicagoes
associadas ao DCC e poderia ser usada como teste de
diagnéstico para detectar relevantes variagbes no niimero de
copias e identificar pacientes sindrémicos'.

Este estudo investigou a presenca de variagdo no nlimero
de copias em criangas com cardiopatia conotruncal e seus
pais, e relacionou os achados genéticos e clinicos com os
descritos na literatura.

Métodos

Para o estudo prospectivo e descritivo foram incluidos
39 pacientes portadores de cardiopatia congénita do tipo
conotruncal e coartagao da aorta. A amostragem utilizada
foi de conveniéncia.

Os pacientes eram oriundos do ambulatério de cardiologia
pediatrica e unidade de terapia intensiva (UTI) neonatal
do Hospital Universitario Jalio Mdller e outros hospitais
localizados em Cuiabd, Mato Grosso. O periodo de coleta
dos dados foi de marco a novembro de 2012.

O critério de inclusao foi a presenga das lesoes ao exame
ecocardiografico: truncus arteriosus, tetralogia de Fallot,
interrupgao do arco aértico, atresia pulmonar e defeito do
septo ventricular, transposicao de grandes artérias e coartagao
da aorta. Foram excluidos os pacientes com cariétipo de
banda G alterado.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e
pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Jdlio Miiller
da Universidade Federal de Mato Grosso. O termo de
consentimento livre e esclarecido foi obtido dos pacientes
ou pais, dependendo da idade do paciente.

Foi preenchida uma ficha clinica para cada individuo.
A avaliagao de aspectos dismérficos foi analisada
posteriormente por meio de fotografias ou pessoalmente
por um geneticista.

Nos pacientes com variacdo no némero de cépias foi
incluida avaliagao clinica e laboratorial de seus pais.

Foi coletado sangue venoso periférico dos probandos e de
seus familiares para a realizacdo de citogenética classica e MLPA.

Estudo molecular por Multiplex Ligation-dependent Probe
Ampilification (MLPA)

As amostras de sangue foram encaminhadas para o
laboratério de citogenémica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo, onde foi realizada a técnica
de MLPA.

As reacoes de MLPA foram realizadas de acordo com o
protocolo do fabricante utilizando os kits SALSA P036, P070,
P064 e P250 (MRC-Holland®, Amsterda, Holanda) com
algumas modificagdes para maior rendimento dos reagentes.

Os kits P036 e PO70 detectam alteracoes subteloméricas.
O kit PO64 ¢é indicado para as principais sindromes de
microdelegbes, detectando alteragbes em 22q11.2 e em
outras regides criticas para algumas sindromes.

O kit P250 é especifico para a sindrome de DiCeorge,
detectando microdelegées/duplicagées em 22q11.2.
Contém sondas para outras regides envolvidas na formagao
das cardiopatias.

Foram utilizados 250 ng de DNA gendmico (5 ul) de cada
paciente, sendo adicionados a um microtubo e levados ao
termociclador (Veriti® ThermalCycler — Life Technologies)
para desnaturagdao a 98°C por 15 minutos. Em seguida,
uma mistura das sondas (especificas para cada kit) e solugao
tamponada foi adicionada ao DNA desnaturado, para o
processo de hibridagao das sondas de MLPA ao DNA a 60°C
por trés horas. Solugdes tamponadas, juntamente com a
enzima ligase, foram adicionadas a solucao de hibridacao
para a ligagao das sondas em cada regido-alvo especifica a
54°C por 15 minutos. Na UGltima etapa, os reagentes para
a reacao de PCR foram adicionados a solucao de ligagao,
para a amplificagdo somente dos fragmentos unidos pela
ligase. Assim, os produtos amplificados foram colocados em
microplacas juntamente com marcador de peso molecular (LIZ
GS600) e Hi-DiFormamide (Life Technologies) e levados ao
sequenciador automatico ABI 3500 (Life Technologies) para
as reagoes de analise de fragmentos.
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Em todas as reagoes de MLPA foram utilizados pelo
menos trés controles normais. Os dados foram gerados pelo
sequenciador automatico ABI 3500 (Life Technologies), da Rede
de Equipamento Multiusudrio no laboratério de imunologia do
Instituto do Coragao — Incor — HC/FMUSP.

A andlise dos resultados da reacdo de MLPA foi realizada
utilizando o software Gene Marker® (Softgenetics LLC,
StateCollege, PA www.softgenetics.com). Os resultados foram
considerados alterados quando o tamanho do pico relativo
eramenor que 0,75 (delecao) ou maior que 1,25 (duplicagao)
quando comparado a amostras normais.

Resultados

Participaram do estudo 39 pacientes portadores de
cardiopatia congénita, dos quais 23 (59%) eram do sexo
masculino e 16 (41%) do sexo feminino. A idade variou de
dois dias a 19 anos, e a média foi de cinco anos e sete meses.
Somente duas maes relataram diagndstico prévio por meio de
ultrassonografia gestacional do feto com cardiopatia congénita.

Entre as cardiopatias observadas, a maioria dos pacientes
apresentava tetralogia de Fallot, presente em aproximadamente
56% da casuistica. As outras cardiopatias foram: transposicao
de grandes artérias (23%), coartacao da aorta (10,3%), dupla
via de saida de ventriculo direito (7,7%), atresia pulmonar e
defeito de septo ventricular (2,6%) — Tabela 1.

Pacientes sem alteracao de MLPA

Nao foi detectado CNV em 32/39 pacientes (82,05%).
Recorréncia familiar de cardiopatia congénita foi verificada
em 2/32 pacientes.

Em 15/32 pacientes (46,8%) com MLPA normal, foram
observadas anormalidades extracardiacas e os sinais e sintomas
clinicos observados foram: dismorfias faciais, fissura palatal,
estrabismo, acidente vascular cerebral, convulsao, paralisia
facial, déficit auditivo, vitiligo, epilepsia, autismo, estenose
subglética, asma, infecgbes de vias aéreas inferiores e
superiores frequentes, onfalocele, daltonismo, dificuldade de
alimentacao, déficit de crescimento, refluxo gastroesofagico,
criptorquidismo, distdrbio da fala, dificuldade de aprendizado
e hipocalcemia. As infeccdes de vias aéreas frequentes
ocorreram em seis casos; as outras alteragoes extracardiacas
ocorreram de forma esporddica nos pacientes.

Dos 32 pacientes, cinco foram a 6bito, e todos que
foram a 6bito estiveram internados em unidade de terapia

Tabela 1 - Distribuigao dos tipos de defeitos cardiacos da amostra

Tipo de defeito cardiaco N (%)
Tetralogia de Fallot 22 (56,4%)
Transposi¢ao de grandes artérias 9 (23%)
Coartacéo da aorta 4(10,3%)
Dupla via de saida de ventriculo direito 3(7,7%)
Atresia pulmonar e defeito do septo ventricular 1(2,6%)
Total 39 (100%)
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intensiva neonatal aguardando transferéncia para um centro
especializado em cirurgia cardfaca.

Pacientes com alteracao no MLPA

Com a técnica de MLPA utilizando quatro kits, foi possivel
detectar microdelegdes/microduplicagbes em 7/39 pacientes
(17,9%), sendo dois casos de delecao (delecao 19p, delecao
22q) e cinco casos de duplicagao (dois casos de duplicacao
15q, duplicagao 20p, duplicacao 22q, duplicagdo 8p com
duplicagao 10p).

Quadro clinico

Dos sete pacientes que apresentaram CNVs, a idade
variou de 19 dias a 10 anos. Trés apresentavam tetralogia
de Fallot, dois tinham dupla via de saida de ventriculo
direito, um tinha transposicao de grandes artérias e um
tinha coartagao de aorta. Os sete pacientes apresentavam
alteragoes extracardiacas.

Dos sete pacientes, trés estavam internados em unidade de
terapia intensiva neonatal e foram a ébito (Tabela 2).

Investigacao dos pais

A investigacdo dos pais foi realizada em seis familias dos
pacientes com alteracao no MLPA. Destas, em quatro familias
obtivemos material de ambos os genitores (pai e mae) e,
em dois casos, apenas material materno. Nenhum deles
apresentou alteragdes semelhantes as CNVs de seus filhos.

Descricao de sete casos com alteracoes

Duplicacao 15q11.2

Paciente do sexo feminino, pais ndo consanguineos, pai com
30anos de idade e mae de origem indigena, 31 anos, com quatro
filhos, o terceiro filho apresentou cardiopatia congénita complexa
e foi a 6bito. Nasceu de parto cesarea, com 38 semanas de idade
gestacional, pesando 2.165 g (abaixo do percentil 3 para a idade),
medindo 44 cm (percentil 3 para a idade), perimetro cefalico
de 32 cm (entre os percentis 3-10 para a idade) e Apgar 9 e 9.
O ecocardiograma identificou coartagao grave da aorta, canal
arterial pérvio, comunicacao interatrial e inimeras comunicagoes
interventriculares.

Com trés meses de idade apresentava peso de 3.030 g
(entre os percentis 3-15 para a idade), comprimento de 49 cm
(entre os percentis 3-15 para a idade) e perimetro cefalico de
36 cm (muito abaixo do percentil 3 para a idade). As alteragoes
faciais observadas foram: olhos pequenos, amendoados, labio
superior fino, micrognatia, microcefalia, presenca de dente
neonatal e canal de ouvido estreito.

As outras alteragoes apresentadas foram: atresia duodenal,
apéndice a esquerda, constipagao, dificuldade de alimentagao,
déficit de crescimento, hipertonia, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, alteragdo na regulagao da temperatura
corporal e infecgoes de vias aéreas frequentes. A tomografia
computadorizada de cranio evidenciou atrofia e displasia de
cortical. Foi a 6bito com quatro meses de idade, logo apds
receber alta da UTI para casa.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos pacientes com CNV

N Idade Sexo DcC Alteragoes clinicas CNV Destino Idade atual/6bito
Dismorfismo facial
Atresia duodenal )
MCO001 3m F Co. aorta Doente neonatal, Dup15q11.2 Obito 5m
Atrofia, displasia cerebral
IVAI frequente, RDNPM
MC003 6a M TOF Dismorfismo facal Del 19p Amb 8a
Asma
MC006 19d M DVSVD Dismorfismo facial Dup 20p12.2 Obito 23d
Dismorfismo facial
MCo11 2a M TOF Déficit de crescimento RDNPM Dup 159 Amb 4a
Fronte ampla Dup 8p23.2e
MCo15 6a F TOF Dedos das maos fusiformes dup10p12.31 Amb 8a
Dismorfismo facial
MC030 10a M TGA RGE Dup2 2q11 Amb 12a
IVAI frequente pe<q
Dificuldade de aprendizado
Dismorfismo facial
Hérnia umbilical
Dificuldade de alimentagao
MC039 5m F DVSVD Déficit de crescimento Del 22411 Obito 6m

RGE

Insuficiéncia velofaringea
Aplasia de timo
RDNPM

a: anos; amb: ambulatério; Co aorta: coartagéo de aorta; d: dia; DCC: defeito cardiaco congénito; del: delegdo; dup: duplicagdo;, DVSVD: dupla via de saida de
ventriculo direito; F: feminino, IVAI: infecgéo de vias aéreas inferiores; m: més; M: masculino; RDNPM: retardo no desenvolvimento neuropsicomotor; RGE: refluxo

gastroesofégico; TGA: transposicdo de grandes artérias; TOF: tetralogia de Fa

Duplicacao 20p12.2

Neonato de 19 dias de vida, sexo masculino, primeiro
filho de pais saudaveis, ndo consanguineos, de 20 e 24 anos,
mae e pai, respectivamente. Nasceu de parto cesarea, idade
gestacional de 39 semanas, peso de 3.800 g (percentil 75 para
a idade), comprimento de 52 c¢m (percentil 50 para a idade),
perimetro cefalico de 34 cm (percentil 25 para a idade) e
Apgar 10. Diagnéstico ecocardiografico de dupla via de saida
de ventriculo direito, comunicagao interatrial ampla, cdmara
ventricular rudimentar, hipoplasia do arco aértico, canal arterial
persistente e estenose adrtica.

O exame fisico detectou alteragoes faciais, como
achatamento bitemporal, face alongada, hipertelorismo
ocular, dorso nasal alargado, ponta nasal achatada, narinas
antevertidas e micrognatia, observando-se também pescoco
curto, dedos das maos e pés alongados.

Permaneceu internado em UTI e foi a 6bito aguardando
transferéncia para realizar cirurgia cardfaca.

Delecao 19p

Paciente do sexo masculino, segundo filho de pais
saudaveis, ndo consanguineos, mae e pai com idades de
32 e 33 anos, respectivamente.

Nasceu de parto cesarea, 39 semanas de idade gestacional,
pesando 3.450 g (percentil 50 para a idade), medindo 49 cm

llot.

(entre os percentis 25-50 para a idade), perimetro cefalico
de 33,5 cm (percentil 50 para a idade), com diagnéstico de
tetralogia de Fallot.

Aos seis anos idade pesava 26.500 g (entre os percentis 85-97
para a idade) e media 123 cm (no percentil 85 para a idade).

Ao exame fisico foram observadas caracteristicas faciais
dismérficas, como dorso nasal alargado, ponte nasal achatada,
olhos amendoados. Como alteracao extracardiaca relatava asma.
O desenvolvimento neuropsicomotor foi normal.

Duplicacao 15q

Paciente do sexo masculino, filho Gnico, mae e pai saudavesis,
com 36 e 26 anos, respectivamente, nao consanguineos, sem
relato de cardiopatia na familia. Nasceu de parto cesarea, com
30 semanas de idade gestacional, pesando 1.015 g (percentil
10 para a idade), medindo 38 cm (percentil 10 para a idade).

Aos dois anos e 11 meses apresentava os seguintes dados
antropométricos: peso de 14.000 g (entre os percentis 50-85 para
a idade), altura de 82 cm (abaixo do percentil 3 para a idade) e
perimetro cefélico de 46 cm (abaixo do percentil 3 para a idade).

Ao ecocardiograma, apresentava tetralogia de Fallot.
Ao exame fisico foram detectadas caracteristicas faciais
dismérficas: hipertelorismo ocular, dorso nasal alargado, ponte
nasal achatada, narinas antevertidas, filtro nasolabial longo
com os pilares apagados e microcefalia.
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As alteracoes clinicas evidenciadas foram déficit de
crescimento e retardo no desenvolvimento neuropsicomotor.

Delecao 22q11.2

Lactente do sexo feminino, primeira filha de pais saudaveis,
ndo consanguineos, com idades de 29 e 24 anos, mae e
pai, respectivamente, sem relato de cardiopatia na familia.
Durante a gestagao, a mae apresentou diabetes gestacional,
tendo havido uso de insulina, e a (Gnica alteragao observada
na ultrassonografia gestacional foi polidramnio.

Nasceu de parto cesarea com 37 semanas de idade
gestacional, pesando 2.500 g (entre os percentis 10-25 paraa
idade), medindo 44 cm (percentil 10 para a idade), perimetro
cefalico de 33,5 cm (percentil 50 para a idade) e Apgar de
8 e 8. Com cinco dias de vida, foi detectado sopro cardifaco,
o ecocardiograma evidenciou dupla via de saida de ventriculo
direito, comunicacao interatrial, comunicacao interventricular
ampla e estenose pulmonar discreta. Foi internada em UTl e
realizada a primeira cirurgia cardfaca.

Aos cinco meses de idade pesava 4.200 g (entre os percentis
15-50 para a idade), media 55 cm (abaixo do percentil 3 para
a idade) e o perimetro cefalico era de 36,5 cm (abaixo do
percentil 3 para a idade).

Ao exame fisico foram detectadas caracteristicas faciais
dismorficas: hipertelorismo ocular, olhos grandes, dorso nasal
alargado, ponta nasal achatada com narinas antevertidas,
filtro nasolabial longo, labio superior fino e em formato de
"V"invertido, micrognatia, I6bulo da orelha achatado, dedos
das mdos afilados e alongados, e hérnia umbilical.

As alteragoes clinicas evidenciadas foram dificuldade de
alimentagao, déficit de crescimento, retardo no desenvolvimento
neuropsicomotor (somente sustentava a cabeca).

Os exames de imagem evidenciaram refluxo gastroesofagico
e aplasia de timo. Avaliagdo com otorrinolaringologista
diagnosticou insuficiéncia velofaringea. Os exames laboratoriais
identificaram calcio sérico dentro da normalidade.

Foi a 6bito logo apés cirurgia cardiaca com seis meses
de idade.

O paciente apresentava uma delegao de 3,0 Mb, portanto
delecao tipica de novo para a sindrome de DiGeorge, pois o
MLPA dos pais foi normal.

Duplicacgao 22q11.2

Paciente do sexo masculino, filho Gnico, mae solteira,
saudavel, 35 anos, sem relato de cardiopatia na familia,
nasceu de parto cesarea, com 40 semanas e seis dias de idade
gestacional, pesando 4.425 g (acima do percentil 90 para
a idade), medindo 50 ¢cm (entre os percentis 10-25 para a
idade), com perimetro cefélico de 37,5 cm (acima do percentil
97 para a idade) e Apgar 8 e 10.

O ecocardiograma detectou transposigdo de grandes
artérias, comunicacao interatrial e persisténcia do canal
arterial. A cirurgia cardiaca foi realizada com dez dias de vida.

Aos 10 anos pesava 40 kg (entre os percentis 85-90 para a
idade), altura 142 cm (entre os percentis 50-85 para a idade)
e perimetro cefalico de 52,5 cm.
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Ao exame fisico foram observadas alteragoes fenotipicas
sutis, como base nasal alargada, filtro nasolabial longo e labio
superior fino, com diagndstico de refluxo gastroesofagico
e frequentes infecgbes de vias aéreas. O desenvolvimento
neuropsicomotor foi normal, mas apresentava dificuldade
de aprendizado.

Duplicacao 8p23.2 e 10p12.31

Paciente do sexo feminino, com seis anos de idade, filha
Gnica de pais separados, sem histéria de consaguinidade ou
cardiopatia na familia, mae saudavel, 23 anos.

Nasceu de parto normal, com 40 semanas de idade
gestacional, pesando 3.150 g (percentil 25 para a idade), com
diagnéstico de tetralogia de Fallot, insuficiéncia trictspide leve
e insuficiéncia pulmonar moderada. Foi submetida a cirurgia
cardiaca com quatro anos de idade.

Atualmente, estd com peso de 20,7 kg (entre os percentis
15-50 para a idade), altura de 117 cm (entre os percentis
15-50 para a idade) e perimetro cefalico de 51 cm. Ao exame
fisico foram evidenciados fronte ampla e dedos fusiformes.
O desenvolvimento neuropsicomotor foi normal e nao
manifestava outras alteracoes clinicas.

Discussao

Estudos recentes tém mostrado que CNVs ocorrem
em significativa proporgdo de pacientes com DCC.
Em sindromes envolvendo DCC como parte do espectro
clinico, a malformagao cardiaca é frequentemente o
primeiro sintoma a surgir'®.

No presente estudo detectamos CNVs em 7/39 casos: delecao
22q11.2, duplicagao 22q11.2, duplicagdo 15q11.2, duplicagao
20p12.2, delecdo 19p, duplicagao 15q e duplicagao 8p23.2
concomitante com duplicagao 10p12.31.

Atualmente, vdrios estudos tém estabelecido a relevancia
de CNVs na etiologia de DCC. Demonstrou-se associagao
tanto de DCC sindromico como DCC isolado e desequilibrios
cromossomicos' ',

O cariétipo resultou normal em todos os individuos
dessa pesquisa, o que também foi observado por
Thiempont e cols.’®, que detectaram 30% de CNVs raras
em pacientes com DCC e outras anomalias ao nascimento
com cariétipos normais.

CNVs sao também conhecidas por estarem envolvidas na
génese de patologias do neurodesenvolvimento e neurocognicao,
como deficiéncia intelectual, esquizofrenia e espectro autistico'”.
Neste estudo observamos a presenca de retardo no desenvolvimento
neuropsicomotor em apenas dois dos sete pacientes que
apresentaram CNV. Richards e cols."®, estudando CNV em
40 individuos com DCC, observaram que o risco de ter CNV causal
aumentou para 45% naqueles individuos com anormalidades
neuroldgicas ou atraso no desenvolvimento. Cooper e cols.",
confirmando essa relacdo ao analisar CNV em 575 criangas com
DCC e deficiéncia intelectual, mostraram aumento significativo
do ndmero de CNVs em criancas com DCC.

Nosso estudo identificou cinco casos de duplicagao e
apenas dois casos de delecao, de modo semelhante ao estudo
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realizado por Erdogan e cols.?®, que, ao pesquisarem CNV
em 150 individuos com DCC isolada, detectaram 18 CNVs
raras, sendo que a maioria foi duplicagao, em contraste
com aquelas encontradas nos DCC sindrémicos, que sao
predominantemente delecées. Adicionalmente, 44% foram
familiares, também ocorrendo nos pais sem evidéncia de DCC,
talvez indicando que essas CNVs aumentem a suscetibilidade
para DCC, mas requerem outros fatores para manifestar o
fenédtipo. Isso demonstra que CNV rara pode ser um importante
contribuidor genético para DCC isolado.

Inicialmente, os pacientes deste estudo pareciam ter apenas
DCC, contudo exame clinico e avaliagdo fenotipica mais
cuidadosa evidenciaram alteragdes extracardiacas possiveis
de fazerem parte de uma sindrome. Varios estudos tém
demonstrado a presenca de CNVs em DCC ndo sindromico?'.

Recentemente, Warburton e cols.”, estudando 223 criancas
com cardiopatia conotruncal e sindrome do coracao esquerdo
hipoplésico, encontraram delegdo 22q11.2 em nove criangas
e 33 CNVs de novo. No nosso estudo detectamos a delecao
22q11.2 em apenas um paciente (2,5%).

A sindrome da delecdao 22q11.2 (SD22q11), também
conhecida como sindrome de DiGeorge ou velocardiofacial,
é considerada a mais comum das sindromes de microdelecao
humana e contém mdltiplos genes. A prevaléncia estimada é
de 1:4.000 nascidos vivos®.

Uma delegao cromossdmica submicroscopica é detectada
por FISH, MLPA ou andlise cromossdémica por microarray.
A grande maioria dos casos (90%) apresentando delecao do
tamanho aproximado de trés milhdes de bases (Mb) leva a
delegao de aproximadamente 45 genes, como a apresentada
pelo paciente deste estudo®.

O Unico paciente deste estudo com delecao 22q11 era
inicialmente portador de cardiopatia conotruncal isolada.
Apos exame fisico detalhado, foram observadas varias
alteragbes fenotipicas que fazem parte da sindrome da delegao
22q11.2. Na maioria dos trabalhos que tém como amostra
uma populagdo de individuos com cardiopatia conotruncal
isolada observa-se posteriormente, em exame clinico mais
detalhado, a presenca de alteragdes fenotipicas sutis nao
evidentes no primeiro exame?*2.

A apresentagao clinica da sindrome da delegao do 22q11
pode ser extremamente varidvel. Detecgao precoce da
delecao é importante para o tratamento das anomalias e para
a investigacao de malformacodes associadas e prevencao dos
problemas neuropsicolégicos e imunodeficiéncia. Na maioria
dos casos, a delecao 22q11 ocorre de novo na familia, contudo
herdar a microdelecao dos pais pode ocorrer em 6-28%.
Pais afetados podem apresentar fenétipo leve. Por essa razao,
teste para delegdo 22q11 deve ser oferecido a todos os pais
de criangas afetadas com o propésito de aconselhamento
genético?>**. No paciente deste estudo, os pais também foram
pesquisados, e o MLPA de ambos resultou normal.

A paciente em questao apresentava como defeito cardiaco
a dupla via de saida de ventriculo direito e foi a 6bito apés a
segunda cirurgia. Defeito cardiaco congénito é uma das mais
frequentes manifestagoes da sindrome da delecao 22q11.2;
além disso, é a maior causa de 6bito na grande maioria dos
pacientes com essa sindrome.

Alidentificagao de etiologia genética para o DCC é importante
para proporcionar aconselhamento genético para pais que
planejam ter outros filhos. O risco de recorréncia para muitos
DCC é de 2-6%, e o risco de recorréncia de DCC aumenta
significantemente quando os pais sao portadores de delegao/
duplicagao'®, informagao que adquire relevancia para se realizar
o0 aconselhamento genético desses pais ou do paciente que, ao
atingir a idade adulta, decide comegar uma familia.

Nos Gltimos anos, dezenas de microdelecoes e
microduplicacdes cromossdomicas clinicamente relevantes
tém sido descritas em seres humanos, frequentemente
associadas com deficiéncia mental, autismo e/ou malformagoes
fisicas. Uma vez que esses pequenos arranjos gendmicos sao
geralmente abaixo do limite de detecgao da microscopia 6ptica,
é essencial utilizar procedimentos de diagnéstico molecular para
fornecer uma explicagdo para os sintomas e sinais observados e
proporcionar prognésticos clinicos e genéticos para os pacientes
e seus familiares. Nos paises desenvolvidos, testes moleculares,
particularmente Comparative Genomic Hybridization (CGH)
array, tornaram-se o padrdao-ouro para tal diagnéstico
laboratorial. No entanto, esses testes sdio muito dispendiosos
e dependem da disponibilidade de equipamento caro e que
tem de ser frequentemente atualizado. Como resultado desses
altos custos, os pacientes dos pafses em desenvolvimento nao
tém acesso a testes e ndo sao frequentemente diagnosticados,
com grande prejuizo para sua familia®.

O MLPA é uma técnica estabelecida para detecgao de
conhecidas CNVs. O custo do MLPA é substancialmente
menor que o CGH array e, com relagdo ao Fluorescence in
Situ Hybridization (FISH), é mais rapido, facil e economico,
com um simples kit capaz de realizar pesquisa simultanea
de mudltiplas anomalias. Com isso pode ser utilizado para
detecgao de variagdo no nimero de cépias clinicamente
relevantes em pacientes com DCC aparentemente nao
sindrémico, ocasionando identificagdo precoce de pacientes
com desordens genomicas'*20%".

Se o diagnéstico do DCC é realizado precocemente, isto
é, intradtero, melhor preparagdo para o nascimento com o
tratamento mais cedo melhoraria o prognéstico em termos
de morbidade e mortalidade, contudo observamos que a
maioria das maes dos pacientes, neste estudo, mesmo tendo
realizado pré-natal e ultrassom gestacional, desconhecia o
diagnostico de defeito cardiaco fetal. Em um estado que
apresenta escassez de leitos de unidade de terapia intensiva
neonatal para o tratamento desses recém-nascidos e nao
dispoe de cirurgias cardiacas de maior complexidade, esses
pacientes provavelmente estao indo a 6bito sem diagnéstico e
tratamento. Isso pode ser evidenciado em nossa amostra, pela
qual todos os pacientes que estavam internados em unidade de
terapia intensiva foram a 6bito aguardando transferéncia para
um centro especializado em cirurgia cardiaca, demonstrando
a importancia do diagndstico precoce no impacto da alta
morbimortalidade desses individuos.

Ainda hé controvérsias na literatura sobre em qual
grupo de individuos deve ser promovida a investigacao
rotineira para variacdo no ndmero de cépias — em
pacientes com defeito cardfaco isolado ou naqueles que
apresentam outras alteragdes extracardiacas. O que se
pode observar de consenso é que uma avaliagao fisica

Arq Bras Cardiol. 2015; 104(1):24-31

29



30

Campos e cols.
CNV e Defeito Cardiaco Conotruncal

Artigo Original

minuciosa a procura de sinais dismérficos, principalmente
em criangas portadoras de defeito cardiaco conotruncal,
pode auxiliar na decisao de realizar testes moleculares.
Os beneficios proporcionados seriam aconselhamento
genético adequado, avaliagao e manejo dos problemas de
forma mais eficaz, ocasionando melhoria na qualidade de
vida do individuo e da familia.

Conclusoes

A técnica de MLPA é (til na investigagao de microdelegoes e
microduplicagoes em defeitos cardiacos congénitos conotruncais.

O diagndstico precoce das CNVs em pacientes com
DCC auxilia na prevengao de morbidade e diminuigao
da mortalidade nesses pacientes. Uma avaliagdo clinica
minuciosa em todo paciente com DCC é imprescindivel para
detectar outras anomalias congénitas associadas.

Este trabalho ressalta a necessidade de o médico, frente a
uma crianca com defeito cardfaco, estar atento a possibilidade
de alteragbes genéticas, com conhecimento das novas técnicas
que possibilitam esse diagnostico.

A limitagao deste estudo se deve tanto ao método
de amostragem empregado, o de conveniéncia, quanto
ao pequeno nGmero amostral, que permite considerar
os resultados encontrados apenas para a populagao
em questao.
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