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Resumo

Fundamento: Algumas sindromes tém caracteristicas especificas e facilmente reconheciveis, enquanto outras
podem ser mais complexas de se identificar e podem apresentar diferentes manifestacées fenotipicas, por exemplo.
Um diagnéstico etiolégico é importante para entender a natureza da doenca, para estabelecer o prognéstico e para
comecar o tratamento, permitindo a inclusao de pacientes na sociedade e reduzindo o custo financeiro dessas doencas.

Objetivo: A proposta inicial deste estudo foi a triagem citogenética para detectar a sindrome de delecao 22q11.2
(SD22q11.2) em recém-nascidos e criancas com doenca cardiaca congénita utilizando a técnica da amplificacao
multiplex de sondas dependente de ligacao (MLPA). Assim, por meio da pesquisa, outras mudancas gendmicas foram
identificadas nesses pacientes cardiacos. Nosso objetivo se estendeu a investigar essas outras mudancas citogenéticas.

Métodos: Investigamos 118 recém-nascidos com doencas cardiacas congénitas nascidos consecutivamente durante um
ano, utilizando a técnica da MLPA.

Resultados: A técnica da MLPA permitiu a deteccao da SD22q11.2 em 10/118 pacientes (8,5%). Outras alteragoes
gendmicas foram identificadas em 6/118 pacientes (5%): 1p36 del, 8p23 del (2 casos), 7q dup, 12 dup e 8q24 dup.

Conclusao: Este estudo ressalta a relevancia da deteccao de alteracoes gendmicas que estao presentes em recém-nascidos
e criancas com doencas cardiacas congénitas por meio de ferramentas citogendmicas.

Palavras-chave: Cardiopatias Congénitas; Anormalidades Congeénitas; Diagnéstico Precoce; Sindrome de DiGeorge;
Delecao Cromossémica; Recém-Nascido.

Abstract

Background: Some syndromes have specific and easily recognizable features, while others may be more complex to identify and may present
different phenotypic manifestations, for example. An etiological diagnosis is important to understand the nature of the disease, to establish the
prognosis and to start the treatment, allowing the inclusion of patients in society and reducing the financial cost of such diseases.

Objective: The initial proposal of this stucly was cytogenetic screening for the detection of the 22q11.2 deletion syndrome in consecutive newborns
and infants with congenital heart disease using the multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) technique. Therefore, throughout
our research, other genomic alterations were identified in these cardiac patients. Thus, our objective was extended to investigate these other
cytogenetic alterations.

Methods: We investigated 118 neonates with congenital heart diseases born consecutively during one year using the MLPA technique.

Results: The MLPA technique allowed the detection of 22q11.2DS in 10/118 patients (8.5%). Other genomic alterations were also identified in
6/118 patients (5%): 1p36 del, 8p23 del (2 cases), 7q dup, 12 dup and 8q24 dup.

Conclusion: This study highlights the relevance of detecting genomic alterations that are present in newborns and infants with congenital
cardiac diseases using cytogenomic tools.
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Introducao

As anomalias congénitas sao detectadas em
aproximadamente 6% dos recém-nascidos — a literatura
internacional descreve que 7,9 milhées de criancas
nascem com doengas congénitas graves por ano. No Brasil,
as malformacbes representam a segunda principal causa de
mortalidade infantil.’

A doenca cardiaca congénita (DCC), de acordo com a
definicao proposta por Mitchell et al., consiste de uma anomalia
estrutural macroscépica do coracao ou dos grandes vasos
intratoracicos com repercussoes funcionais significativas ou
potencialmente significativas. Representa aproximadamente
40% de todas as malformagbes congénitas. De acordo com a
Organizacao Mundial da Satide (OMS), sua incidéncia varia de
0,8% em paises de alta renda a 1,2% em pafses de baixa renda.
A incidéncia média de 1% normalmente é aceita no Brasil e
em outros paises da América Latina.>*

O Brasil registra 2,8 milhdes de nascidos vivo por ano, e
estima-se que quase 29.000 novos casos de DCC ocorrem a
cada ano.? Aproximadamente 20 a 30% dos recém-nascidos
(RN) com doengas cardiacas morrem no periodo neonatal.
DCCs sao as malformagdes com o maior impacto na
morbidade e mortalidade infantis, assim como nos custos
com satde pablica.?*>

Multiplos fatores ambientais e genéticos, como mutagoes,
alteragbes cromossomicas e alteragbes genéticas, estao
inter-relacionados e sao a base das DCCs. Considerando a
variedade de genes que coordenam o desenvolvimento do
coragao e os varios mecanismos que simultaneamente guiam
o desenvolvimento geral do embrido, é razoavel imaginar que
as mudangas que interferem nesta organizagao complexa
podem levar a varias malformagoes. Do ponto de vista
genético, é importante avaliar se a DCC é uma ocorréncia
isolada ou se estd associada a outras caracteristicas, de forma
a constituir uma sindrome.® A SD22q11.2 é considerada
como a segunda mudanga cromossdmica mais associada
as DCCs, com incidéncia de 1:4000-5000 nascidos vivos,
e aproximadamente 5% dos pacientes com doengas cardiacas
apresentam esta delegdo.”” Anomalias conotruncais,
principalmente a tetralogia de Fallot, atresia pulmonar com
defeito do septo ventricular, transposicao das grandes artérias,
truncus arteriosus tipo 1 e arco adrtico interrompido (IAA) tipo
B sao as DCCs mais associadas a SD22q11.2.51

E importante notar que outras delegées e/ou duplicacoes que
podem ser encontradas em pacientes cardiacos e sua detecgao
permitem o acompanhamento multidisciplinar adequado,
a avaliagao do prognéstico e o aconselhamento genético.

Pacientes e métodos

Pacientes

Investigamos 118 recém-nascidos com DCC (69 meninos;
idade média de 31,7 dias) hospitalizados para corregao
cirGirgica de maio de 2012 a junho de 2014. Foram incluidos
consecutivamente da Unidade de Cardiologia Pediatrica do
Instituto do Coragao, no Hospital das Clinicas, Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo (InCor — HCFMUSP),
do Centro Neonatal do Instituto da Crianga, Hospital das
Clinicas, Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (ICr — HCFMUSP), do Centro de Tratamento Intensivo
Neonatal (CTIN2) do ICr-HCFMUSP.

O Comité de Ftica do HCFMUSP aprovou o estudo e todas
as familias dos pacientes assinaram um termo de consentimento.

Extracao de DNA

O DNA gen6mico foi isolado de 3 mL de sangue
periférico, utilizando um kit de isolamento de DNA
disponivel comercialmente (QlAamp DNA Blood Mini Kit®,
Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instrugoes
do fabricante. A qualidade e a quantidade das amostras de
DNA foram determinadas utilizando um fluorimetro Qubit®
2.0 (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), e sua integridade
foi verificada por meio da eletroforese em gel de agarose.

Estudos da MLPA

Atécnica da amplificacdo multiplex de sondas dependente
de ligagdo (MLPA) foi realizada com cinco kits diferentes:
SALSA P064 para as sindromes de microdelecao e
microduplicagdo mais comuns; P036 e P070 para
desequilibrio subtelomérico; e P356 e P250, especificos
para o cromossomo 22q e DiGeorge e Velocardiofacial
(MRC-Holland, Amsterda, Holanda). As reacoes da MLPA
foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante.
Analisamos os resultados com o software GeneMarker®
(Softgenetics, LLC, State College, Pa., EUA). Os resultados
foram considerados anormais quando foram observados
picos relativos, com tamanho menor que 0,75 (delegao) ou
maior que 1,25 (amostras duplicadas em relagao ao normal).

Resultados

A doenca cardiaca congénita mais frequente foi a
transposicdo das grandes artérias, observada em 11,9%
dos 118 recém-nascidos, seguida da coarctagdo da
aorta, em 10,2%; tetralogia de Fallot e comunicagao
intraventricular, em 9,3%; e estenose pulmonar, em 7,6%.
Todos os defeitos cardiacos congénitos estao descritos
na Tabela 1. Além da DCC, trés desses pacientes tinham
hipocalcemia, infecgdes recorrentes e dismorfismo facial.

Uma andlise molecular pela MLPA detectou delegdes
tipicas na 22q11.2 em 10 dos 118 recém-nascidos (8,5%),
sendo sete meninos e trés meninas com idade de um a
330 dias. Todos os pacientes apresentaram manifestagoes
tipicas da doenga. A Tabela 2 mostra os dados clinicos e os
kits de MLPA que detectaram a 22q11.2.

Ao pesquisar a delecdo 22q11.2 em pacientes com
doencas cardiacas, a técnica da MLPA detectou outras
microdelegoes ou microduplicagoes em seis outros pacientes.
Todos eram do sexo masculino, com idades variando de um a
44 dias. Os dados relacionados a esses pacientes com outras
microduplicagdes ou microdelegdes e os kits MLPA utilizados
para o diagnéstico estdo demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 1 - Defeitos cardiacos congénitos presentes nos 118 recém-nascidos incluidos

Defeitos cardiacos congénitos N %
Atrio e grandes veias
* Drenagem venosa pulmonar andmala parcial 3 2,6
* Drenagem venosa pulmonar andmala total 3 2,6
* Isomerismo atrial direito 3 2,6
* Defeito do septo atrial 3 2,6
Conexao atrioventricular
* Atresia mitral 2 1,7
* Atresia tricispide 2 1,7
Conexao ventriculoarterial
« Transposicao das grandes artérias 14 11,9
* Dupla via de saida do ventriculo direito 8 6,8
* Dupla via de saida do ventriculo esquerdo 4 3,4
* Truncus arteriosus 4 3,4
* Dupla via de entrada do ventriculo esquerdo 1 0,8
Ventriculo
« Coragdo esquerdo hipoplasico 5 4,2
Septo ventricular
» Comunicagdo intraventricular 11 9,3
Fluxo no trato de saida do ventriculo direito
« Estenose pulmonar valvar 9 7,6
* Atresia pulmonar 6 5,2
« Estenose pulmonar 3 2,6
Tetralogia de Fallot e variantes
« Tetralogy de Fallot 11 9,3
* Atresia pulmonar com comunicagao interventricular 4 3,4
Fluxo no trato de saida do ventriculo esquerdo
« Estenose adrtica valvar 1 0,8
Artéria coronaria
» Origem andmala da artéria coronaria esquerda 1 0,8
Conexdes ventriculoarteriais
Coarctagdo da aorta 12 10,2
Arco aortico interrompido tipo B 4 3,4
Estenose pulmonar 1 0,8
Tabela 2 - Dados clinicos e analise molecular de 10 pacientes com dele¢ao 22q11.2 tipica
Paciente N. Género Idade no diagnéstico (meses) Kits MLPA
11 M 6,7 P064, P250,P356
47 M 11 P064, P250, P356
53 M 0,1 P064, P250
67 M 0,5 P064, P250, P036
78 F 4 P064, P250, P356
85 M 1,1 P064, P250
103 M 0,4 P064
106 M 1 P250, P356
115 M 9 P064, P250, P356
122 F 2,5 P356

F: feminino; M: masculino.
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Tabela 3 - Dados clinicos e analise molecular de seis pacientes com outras alteragdes gendmicas

Paciente N. Género Idade (dias) Alteragao gendmica Regiao cromossémica Kits MLPA
1 M 4 Delegédo 8p23 P250
8 M 7 Duplicagdo 7q11.2 P036, P070
15 M 13 Delegdo 1p36 P064, P070
34 M 44 Duplicagdo 12p P036
51 M 1 Duplicagdo 8924 P070
61 M 1 Delegdo 8p23 P250

*M: Masculino; D: Dias; M: Meses.

A delecao 8p23 foi confirmada pelo kit 250, que é
especifico para a regiao critica da sindrome de delecao
22q11.2, mas também permite o diagndstico molecular em
outros locais genémicos, como 4q35.2, 8p23.1, 9q34. 3,
10p12.31, 10p14, 10p15.1 e 17p13.3.

Detectamos alteracoes subteloméricas utilizando os
kits P036 e PO70 em um caso, e o paciente apresentou a
duplicagdo 7q. Houve mudangas em somente um dos Kkits
subteloméricos. Uma anélise molecular mostrou que, em um
deles, o kit P036 encontrou a duplicagao de 12p, e no outro,
o kit PO70 encontrou a duplicagdo de 8q24.

Entre os casos deste estudo, o kit P064 permitiu a
identificacdo de mudancas em outras regides suscetiveis a
rearranjos, como a microdelecao do 1p36.

A triagem MLPA em criangas com DCC levou a detecgao
precoce do defeito genético em 16 recém-nascidos; dez com
delegdo 22q11.2 e seis outros (4,2%), conforme segue: delegao
8p23 em dois recém-nascidos; duplicagdo 8q24 em um
recém-nascido; duplicagdo 7q, duplicacdo 12p e delegao 1p36.

Discussao

E importante enfatizar que o diagndstico precoce da
DCC tem crescido devido ao aprimoramento do diagnéstico
pré-natal. A literatura internacional mostra que 43,6% dos
pacientes cardiacos sao diagnosticados na primeira semana
de vida; 70%, até seis meses de idade; e até 86% em no
maximo dois anos."""?

Como as doengas cromossdmicas sao mais frequentes em
pacientes com malformagoes cardiacas do que na populagao
em geral, € essencial enfatizar a importancia da investigagao
genética no diagnéstico da DCC. O diagndstico molecular
especifico de uma sindrome genética vai permitir um
acompanhamento multidisciplinar adequado, uma avaliagao
prognoéstica e a conscientizagao da familia sobre os riscos
da recorréncia.'*'°

As sindromes da microdelegdo e/ou da microduplicagao
associadas a doenca cardiaca congénita nao sao detectadas
no exame cldssico do cariétipo; elas podem ser somente
identificadas quando utilizamos outras técnicas moleculares,
como hibridagao in situ por fluorescéncia (FISH), MLPA ou, mais
recentemente, andlise cromossémica por microarray (CMA)."

Este estudo demonstrou a importancia de se utilizar a
técnica da MLPA para o diagnéstico precoce da SD22q11.2
em pacientes com DCCs no primeiro ano de vida. Observamos
que esta delegao foi detectada em 8,5% dos pacientes, o que
excedeu as taxas descritas na literatura. Este achado pode
estar relacionado as caracteristicas dos pacientes incluidos no
estudo, ja que a maioria recebia tratamento em um hospital
terciario nacional de referéncia.?'%'¢-

Apesar dos avangos recentes e do fato de a SD22q11.2
ser considerada como a microdelecdo cromossémica mais
comum em humanos, de acordo com estudos realizados
na Europa e nos Estados Unidos,® esta sindrome permanece
subdiagnosticada no Brasil devido a falta de informagao entre
médicos e a dificuldade de se obter uma triagem especifica
no Sistema Unico de Sadde (SUS). No Brasil, ndo ha estudos
sobre a triagem da delegao 22q11.2 utilizando a técnica da
MLPA exclusivamente na faixa etdria que nés analisamos.
Neste periodo da vida, o fenétipo nem sempre é claro, o que
dificulta o diagndstico precoce nesses pacientes.®%'?

2

Nosso objetivo é enfatizar que as doencas cardiacas
congeénitas devem ser um sinal de alerta para a SD22q11.2,
especialmente em pacientes com malformagoes conotruncais,
hipocalcemia e dismorfismo facial. Porém, ainda é um
grande desafio devido aos seus vdrios aspectos clinicos e
comportamentais, que podem atrasar o diagnéstico e o
tratamento adequado. Além disso, a importancia de se
detectar outras delegoes e/ou duplicagoes relacionadas a DCC
é clara, ja que isso levaria ao aconselhamento genético, ao
acompanhamento multidisciplinar e a identificagao de outras
malformacoes associadas.0116:22-27

Os resultados descritos aqui estdao alinhados com a
literatura, que confirma a presenga das malformagdes
conotruncais na maioria dos pacientes com delegao
22q’|'| 2 9,16-18,23,28-30

Pacientes com SD 22q11.2 e DCC severa provavelmente
morrem antes de ter acesso ao hospital tercidrio de referéncia,
levando a subnotificacdo da sua taxa de ocorréncia.
E importante notar que, no Brasil, diferentemente de paises
desenvolvidos, o aborto em casos de malformagao nao é
permitido por lei. Isso também justificaria a diferenca quando
comparamos nossa série de casos com as taxas de detecgao
de delecao 22q11.2 descritas na literatura.” 171920
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Neonatologistas, cardiologistas pediatricos e cirurgides
cardiacos devem estar cientes das especificidades e do
cuidado associados a SD22q11.2. Como se pode observar,
pacientes afetados pela condicao normalmente apresentam
mudangas em vdrios sistemas do corpo e requerem muitas
intervengoes clinicas, envolvendo hospitalizagdo ao longo
da vida. Deve-se notar que pacientes com SD22q11.2 tém
taxas de mortalidade mais altas em comparagao a outras
sindromes genéticas (como a Sindrome de Down) e casos
nao-sindromicos de DCC.'62331-33

Dada a importancia desta sindrome altamente complexa, é
essencial fazer uma triagem e detecté-la cedo no primeiro ano
de vida, com base em um conjunto de caracteristicas clinicas
e laboratoriais.’? Vale notar que, neste grupo etario, as taxas
de morbidade e mortalidade sao altas, principalmente devido
a infecgbes recorrentes resultando de aplasia ou hipoplasia
timica em DCC."%%43

Dentre os pacientes avaliados, a delecao 8p23 foi
observada em dois deles. As doengas complexas foram dupla
via de saida do ventriculo direito e hipoplasia tricGspide no
ventriculo direito, ambas diagnosticadas na primeira semana
de vida. E importante salientar que esses pacientes niao
apresentavam nenhuma anomalia clinica tipica.

Varios autores sugeriram que a delegao 8p pode ser mais
frequente do que o ndmero relativamente baixo de casos
descritos na literatura. Os resultados dos estudos da correlagao
genético-fenétipo de individuos com DCC enfatizam a regjao
cromossdmica 8p23.1 como a regido critica para a morfogénese
cardiaca. A porgao proximal da regido p23.1 contém o gene
da proteina de ligagao 4 (GATA4), que codifica um fator de
transcricao que tem papel essencial no desenvolvimento dos
coragdes humanos. CCs neste tipo de delegdo podem ser
explicadas pela haploinsuficiéncia do GATA4.3¢-3%

A delecao 8p23.1 pode estar associada a uma ampla
gama de anomalias clinicas, incluindo dismorfismo facial,
microcefalia, restricdo de crescimento intrauterino, doencas
psiquidtricas, déficit intelectual e doengas cardiacas, sendo que
as mais frequentes sao defeitos do septo atrioventricular e do
septo atrial.>*?%3° Ha relatos de delecao intersticial e terminal
no brago curto do cromossomo 8 (mais frequentemente com
rupturas nas regides 8p21 a 8p23), assim como delegoes
combinadas com duplicagoes. A variavel status clinico se deve
a extensao da delecao ou a localizagao do ponto de ruptura.®®

O déficit intelectual é o achado mais frequente para
este tipo de delegdo. Aparentemente hd uma relacao entre
o tamanho da regidao da delecdo no cromossomo 8 e o
nivel de deficiéncia intelectual, segundo a qual as delecoes
terminais mais distais a regido 23.1 estao associadas ao dano
intelectual menor.3*4

Também foi possivel observar déficit motor, atraso
linguistico e mudangas comportamentais (hiperatividade,
déficit de atencao e agressividade). As delecoes SOX7
também tém um papel no atraso do desenvolvimento e,
possivelmente, nas caracteristicas dismérficas de individuos
com delegao 8p23.384142

Este estudo detectou a duplicagdao 7q11.2 em um
paciente. Diferentemente da delecdo de 1p36 e 8p23, este
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tipo de alteragao gendmica nao tem correlagao com doengas
cardiacas. O paciente incluido no estudo tinha coarctagao da
aorta, e o diagnéstico foi feito aos sete dias de vida; nao havia
nenhuma malformagao aparente.

E importante notar que esta é uma patologia rara, ja que
ha aproximadamente 54 casos descritos na literatura.
Duplicagdes parciais 7 foram classificadas em quatro grupos
de acordo com a regiao cromossdémica afetada.*

Para o paciente detectado com a duplicagao 8p24,
havera um acompanhamento neurolégico para monitorar
o desenvolvimento clinico, ja que os genes associados a
epilepsia estdo localizados na regidao 8p24, e alteragbes nesta
regido podem ser responsaveis por convulsdes tonicas, as
vezes seguidas de convulsdes cl6nicas generalizadas. Um dos
genes envolvidos é 0 KCNQ3 (canais de potassio dependentes
de voltagem, subfamilia Q, membro 3). O desenvolvimento
costuma ser benigno, com remissao no primeiro ano de vida.
E importante observar que neste tipo de alteragio gendmica
ndo ha maior correlagdo com alguns tipos especificos de
doengas cardiacas. O paciente da nossa série tinha atresia
pulmonar e nenhum outro achado clinico.*

A outra alteragdo gendmica detectada em um paciente
com IAA foi a duplicagdo 12p. A literatura demonstra
que esta alteracao genomica esta relacionada a sindrome
de Pallister-Killian (SPK), pela qual pacientes apresentam
alteragdes craniofaciais tipicas, defeitos cardiacos congénitos,
atraso de desenvolvimento varidvel, dano intelectual,
convulsées, hipotonia, surdez, l16bulos da orelha grandes,
pescogo curto, maos grandes com dedos pequenos,
encurtamento desproporcional de bragos e pernas, deficiéncias
de pigmentacao da pele, hérnia diafragmatica congénita e
outras anomalias sistémicas. A SPK esta relacionada a trissomia
ou a tetrassomia de genes especificos localizados na regiao
duplicada. O fenétipo SPK normalmente é observado em
individuos com duplicagdes completas ou parciais de 12p
(trissomia 12p, em vez de tetrassomia 12p) como resultado
da duplicagao intersticial ou translocagao desequilibrada.*

Nesses casos, a correlagao fenétipo-genétipo é muito
importante para o diagnéstico clinico e as abordagens
terapéuticas. Porém, alguns fendtipos parecem estar associados
a duplicagoes de regides cromossomicas especificas.

Avangos médicos permitiram mais precisdo na
correlagao entre a estrutura do DNA e o fenétipo clinico.
Como demonstrado neste estudo, as técnicas citogenéticas
permitem o diagndstico precoce de diferentes sindromes de
delecao e duplicagao em pacientes cardiacos. Deve-se notar
que um conhecimento aprofundado de testes citogenéticos
e sua aplicacao em diferentes campos da medicina levarao
a escolha adequada para a triagem: MLPA, array, painel ou
sequenciamento de exoma.

Estudos recomendam que todos os recém-nascidos ou
criangas com doengas cardiacas e dismorfismo, ou outras
anomalias congénitas, sejam testadas para delegao 22q11.2.
Além disso, os desequilibrios genotipicos de outras regices
cromossdmicas, incluindo 10p12-p15, 4q21-q35, 8p21-p23,
17p13 e 18921, podem ser encontrados em pacientes com
suspeita clinica de SD22q11.2 e sem a delegao 22q11.2.%4
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A investigacao genodmica é crucial para realizar um perfil
correto e precoce da etiologia de pacientes cardiacos, além
de permitir o melhor entendimento da alta variabilidade
fenotipica nesses pacientes.

Por fim, acreditamos que este estudo vai ajudar a demonstrar
a importancia da investigagao citogenética precoce em
pacientes cardiacos para avaliar o progndstico e o risco de
recorréncia, a0 mesmo tempo em que leva ao tratamento
correto, acompanhamento e aconselhamento familiar.

Conclusoes

Os autores demonstraram a importancia de investigar e
detectar alteragoes gendmicas utilizando a técnica da MLPA
em recém-nascidos e criancas com doencas cardiacas.
O rapido progresso do uso de testes citogenéticos no
ambiente clinico leva os médicos a gerenciar as DDCs e
considerar que muitos pacientes podem sofrer de déficits
cromossdmicos ou até genéticos.

A deteccdo de alteragbes citogendmicas permitira que
médicos avaliem o prognéstico e o risco de recorréncia,
além de permitir o devido acompanhamento e tratamento,
com o objetivo de melhorar a qualidade de vida
das criancgas.
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