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RESUMO

Campos CMR. Investigagdo da variagdo no numero de cépias génicas em
criangas com defeito cardiaco conotruncal [tese]. S&o Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2014.

INTRODUCAO: Os defeitos cardiacos congénitos (DCC) sdo um grupo de
anormalidades estruturais mais prevalentes ao nhascimento e uma das
principais causas de morbidade e mortalidade infantil. Os fatores genéticos séo
importantes na etiologia dos DCC. Estudos tém mostrado a contribuicdo da
variacdo no numero de copias (CNV) na génese das malformacdes cardiacas.
A delecdo 22g11.2 é a causa mais comum de microdelecdo humana e esta
relacionada com defeito cardiaco (DCC) conotruncal. O MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) € um método eficaz para detectar
microdele¢cbes/microduplicagcdes em pacientes com DCC. OBJETIVO: Detectar
a presenca da variacdo no numero de copias génicas em pacientes portadores
de cardiopatia conotruncal pela técnica de MLPA e associar ao fenétipo do
paciente. METODOS: Foram avaliados 39 pacientes (23 do sexo masculino, 16
do sexo feminino) com idade entre 2 dias e 19 anos (mediana de 6 anos), todos
com cardiopatia conotruncal, a maioria dos pacientes (56%) apresentavam
tetralogia de Fallot. Avaliacdo clinica e laboratorial foi realizada em todos os
pacientes. O cari6tipo foi normal em todos pacientes. MLPA foi realizada com
os kits P064, P036/P070 e P250. RESULTADOS: Foram detectadas CNVs em
sete pacientes: delegcdo 22gl11.2, duplicagdo 229l11.2, duplicagdo 15q11.2,
duplicacdo 20p12.2, delecdo 19p, duplicacdo 15q e duplicagdo 8p23.2 com
duplicacdo 10pl12.31. As cardiopatias encontradas nestes pacientes foram:
dupla via de saida de ventriculo direito (2), coartacdo da aorta, tetralogia de
Fallot (3) e transposicdo de grandes artérias. Os achados clinicos
extracardiacos encontrados nestes pacientes foram dismorfismo facial, dente
neonatal, atrofia e displasia cerebral, atresia duodenal, dificuldade de
aprendizado, insuficiéncia velofaringea, aplasia de timo, refluxo

gastroesofagico, hérnia umbilical, asma, infeccbes de vias aéreas frequente,



déficit de crescimento e somente trés apresentavam retardo no
desenvolvimento neuropsicomotor (dup 15q11.2, dup 15q, del 229q11.2). As
caracteristicas clinicas foram compativeis com o relatado na literatura
associado com a microdelecao/microduplicacdo encontrada. Nenhuma destas
alteracbes foram herdadas de seus pais testados em seis casos.
CONCLUSAO: O uso do MLPA possibilitou a deteccdo de CNVs em pacientes
com DCC. O diagnostico precoce das CNVs em pacientes com DCC auxilia na
prevencdo de morbidade e diminuicdo da mortalidade nestes pacientes,
contudo em um pais com regides com poucos recursos laboratoriais genéticos
uma avaliacao clinica minuciosa em todo paciente com DCC é imprescindivel

para direcionar qual melhor exame deve ser realizado.

Descritores: Cardiopatia congénita; variagcbes do numero de copias de DNA,;
sindrome da delecdo 22Q11; criancas.



ABSTRACT

Campos CMR. Study of gene copy number variation in children with conotrucal
heart defects. [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2014.

INTRODUCTION: Congenital heart defects (CHD) are a group of structural
abnormalities most prevalent birth and a major cause of infant morbidity and
mortality. Genetic factors are important in the etiology of CHD. Studies have
shown the contribution of copy number variation (CNV) in the genesis of cardiac
malformations. The deleletion 22g11.2 is the most common cause of human
microdeletion and is related conotruncal cardiac defect (DCC). The MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) is an effective method to
detect microdeletions/micoduplications in patients with CHD. PURPOSE: Detect
the presence of gene copies number variation in the patients with conotruncal
heart defect by MLPA technique and associate the phenotype of the patient.
METHODS: 39 patients (23 males, 16 females) aged 2 days old - 19 years old
(median= 6 vyears old) with conotruncal cardiac defect were evaluated.
Tetralogy of Fallot was more prevalent heart defect (56%). All patients were
evaluated clinical and laboratory. Karyotypes were normal in all pacients. MLPA
was performed with the P064, P036/P070 and P250 kits. RESULTS: CNVs
were detected in seven patients: 22g11.2 deletion, 22q11.2 duplication, 15q11.2
duplication, 20p12.2 duplication, 19p deletion, 15q duplication and 8p23.2
duplication with 10p12.31 duplication. The congenital heart defect found in
these patients were: double outlet right ventricle (2), coarctation of the aorta,
tetralogy of Fallot (3) and transposition of the great arteries. Clinical findings in
these patients were facial dysmorphism, neonatal tooth, brain atrophy and
dysplasia, duodenal atresia, learning disabilities, velopharyngeal insufficiency,
thymic aplasia, gastroesophageal reflux, umbilical hernia, asthma, frequent
infections of the airways , failure to thrive, and only three had delayed
psychomotor development (dup 15q 11.2, dup 15q, del 22q11.2) The clinical

features were consistent with those reported in the literature associated with the



microdeletion /microduplication found. None of these alterations were inherited
from six parents tested. CONCLUSIONS: MLPA was effective to detect CNVs in
patients with CHD. Early diagnosis of CNVs in patients with CHD assists in
preventing morbidity and decreased mortality in these patients, however, in a
country with regions with few genetic laboratory resources a thorough clinical
evaluation in all patients with CHD is essential to direct which should be further

analyzed performed.

Descriptors: heart defects, congenital; DNA copy number variations; 22Q11

deletion syndrome; children.
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Os defeitos cardiacos congénitos (DCC) sdo um grupo de anormalidades
estruturais mais comuns ao nascimento, com uma prevaléncia estimada de 1% a
5% dos nascidos vivos, constituem uma das principais causas de morbidade e

mortalidade infantil >2.

A evolucdo clinica é altamente dependente da gravidade do defeito, da
presenca de anomalias extracardiacas e complicagbes cirGrgicas®. Atualmente,
com o desenvolvimento das técnicas de cirurgia cardiaca pediatrica, a taxa de
sobrevida tem aumentado consideravelmente, resultando em um aumento no
namero de adultos com DCC e consequentemente, um fator de risco para as
préximas geracdes*”.

Os fatores genéticos sdo importantes na etiologia complexa dos DCC®.
Sindromes mendelianas e cromossémicas ocorrem em 20% dos casos de defeito
cardiaco congénito (DCC). Os mecanismos genéticos subjacentes que
representam os 80% restantes sdo pouco compreendidos’*®.

Uma pesquisa no Online Mendelian in Man (OMIM) revela que o niumero de
sindromes genéticas com envolvimento cardiaco € maior que 1300. Novos
métodos diagndsticos levaram ao reconhecimento da base molecular dessas
sindromes e maior delineamento das caracteristicas®.

As malformacgdes conotruncais representam um grupo heterogéneo de
malformacg@es cardiacas envolvendo o sistema de saida dos ventriculos e o polo
arterial do coracdo. Essas malformacdes comprometem o desenvolvimento das
vias de saida do coracdo e sao responsaveis por cerca de 10% a 25% de todos
DCC diagnosticados ap6s o nascimento*°.

Apos 0 sequenciamento do genoma humano, um novo tipo de alteracéo
gendmica foi descoberta: a variacdo no numero de coépias (CNV) e sua
associacdo com malformagdes cardiacas foi estabelecida®*!.

As CNVs sao definidas como fragmentos de acido desoxirribonucléico
(DNA), maior ou igual a um quilobase (kb) que estdo presentes em numero

variavel em um genoma®?.
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As CNVs compreendem pelo menos 25% do genoma humano e,
constituem uma parte importante da diversidade genética em relagcéo a evolucéo
e suscetibilidade a doencas, consequentemente sua deteccdo e associacdo com
caracteristicas e fenétipos constituem um importante passo para melhor entender
a etiologia da afeccdo™®. CNVs que abrangem varios genes podem afetar além do
coracao, outros 6rgdos importantes. Como o DCC pode ser o primeiro defeito a
ser detectado no paciente, a investigacdo das CNVs em pacientes com DCC pode
levar ao diagnéstico precoce e tratamento de sintomas extracardiaco™®.

As varia¢des no nimero de cépias da regido do cromossomo 22q11.2 sédo
associadas com pacientes com DCC, principalmente do tipo conotruncal’. A
delecdo do braco longo do cromossomo 22 resulta na sindrome da delecéo
22011.2 (SD22q11) também conhecida como sindrome de DiGeorge ou sindrome
Velocardiofacial e, é considerada a mais comum das sindromes de microdelecéo
humana®®.

A deteccdo de anormalidade cromossémica € importante para auxiliar no
aconselhamento genético®. Alteracdes macroscépicas no nimero de cépias
foram inicialmente detectadas com citogenética classica (cariotipo). Varias
aberracdes de tamanhos maiores foram identificadas antes do desenvolvimento
de técnicas de alta resolucdo. A técnica de hibridacdo in situ com fluorescéncia
(Hibridacion fluorescent in situ - FISH), tem melhorado esta resolucao,
possibilitando a deteccdo de CNVs sub-microscopicas que ndo poderiam ser
detectadas por cari6tipo™.

Andlise molecular pela técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA), uma reacdo de cadeia de polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR) quantitativo multiplo tem sido utilizada para determinar CNVs,
esta técnica detecta varias sindromes de microdele¢cdes/microduplicacdes
associadas a DCC e poderia ser usada como um teste de diagnostico para

detectar relevantes CNVs e identificar pacientes sindromicos®®.

1.1 Defeito cardiaco congénito

O defeito cardiaco congénito resulta da morfogénese anormal da

embriologia do sistema cardiovascular e usualmente envolve defeitos em
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componentes estruturais especificos do desenvolvimento do coragéo e dos vasos,
induzido por influéncias ambientais ou um gene alterado na dosagem ou na
funcao, por fatores estocasticos ou por combinacdo dos mesmos>*°.

O desfecho clinico € altamente dependente da gravidade do defeito, a
presenca de anomalias cardiacas e complicacdes cirargicas. A sobrevida
prolongada tem trazido novos desafios, a emergéncia de co-morbidades e
mortalidade tardia em adolescente e adultos com DCC, bem como risco de

recorréncia de sua prole®?2.

1.2 Desenvolvimento cardiaco

O coracao é o primeiro 6rgdo formado durante a embriogénese e a funcao
circulatoria é precocemente critica na viabilidade do embrido. O desenvolvimento
do tecido cardiovascular integro € resultado de mdltiplas interacdes celulares
envolvendo eventos temporais e espaciais sobre controle genético. A falha na
propriedade de diferenciacéo celular, migracdo e apoptose resulta em DCC’.

A formacéo do coragdo passa por sequéncias reguladas por genes que
determinam o destino das células e organizam células especializadas dentro de
complexas unidades de estrutura e funcao tridimensional %.

O DCC resulta da morfogénese anormal da embriologia do sistema
cardiovascular e usualmente envolve defeitos em componentes estruturais
especificos do desenvolvimento do coracéo e dos vasos™.

A embriologia, geralmente reconhece que o coracdo dos vertebrados é
derivado a partir de um campo formador cardiaco consistindo de células do
mesoderma lateral anterior. Este campo € chamado de primeiro campo cardiaco
(PCC) e forma a crescente cardiaca na regido mais anterior do embrido com

aproximadamente duas semanas de gestacéo humana (Figura 1)*°.
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Celoma intra
embriondrio s

Mesoderma

esplancnico

Endoderma

FONTE: Moore e Persuad, 2003
Figura 1 — Origem do sistema cardiovascular

Um par de tubos endoteliais formados na crescente cardiaca se funde ao
longo da linha ventral para formar um tubo cardiaco linear, constituido por uma
camada interior de células endocéardicas e uma camada exterior de células
miocardicas, separadas por uma matriz extracelular. Em adicdo ao primeiro
campo cardiaco, ha uma segunda origem de células miocéardicas. No embrido do
rato, estas células se encontram medialmente a crescente cardiaca e em seguida
atras do tubo cardiaco em formacao, estendendo dentro da camada mesodérmica
dos arcos faringeos. Estas células sao denominadas de segundo campo cardiaco
(SCC) (Figura 2) *°.

Tronco arterioso

Seio do pericardico
transverso

Parede do coraciio—

E Borda do pericardio parietal F

FONTE: Moore e Persaud, 2003
Figura 2 — Formagé&o do tubo cardiaco
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O tubo cardiaco derivado do primeiro campo cardiaco pode
predominantemente fornecer uma estrutura sobre o qual células do segundo
campo cardiaco migram em ambos os polos arterial e venoso do tubo cardiaco,
onde eles subsequentemente constroem 0s componentes cardiacos necessarios.
O PCC contribui exclusivamente para o ventriculo esquerdo e todas as partes do
coracdo, exceto o trato de saida, enquanto o SCC que segrega relativamente
mais tarde contribui exclusivamente com o trato de saida e outras partes do
coracao, exceto o ventriculo esquerdo *°.

Quando forma o tubo cardiaco, células do SCC migram dentro de uma
linha mediana e posicionam na regido dorsal do tubo cardiaco no mesoderma
faringeo. O tubo cardiaco se dobra a direita e as células do SCC atravessam o
mesoderma faringeo dentro da porcao anterior e posterior, se situando em uma
grande porcao do trato de saida, o futuro ventriculo direito e o atrio. A adicdo do
SCC derivado do miocéardio para o trato de saida resulta em alongamento que é
necessario para permitir que o trato de saida gire o suficiente para o correto
alinhamento dos troncos da aorta e da pulmonar com seus respectivos
ventriculos®.

As células da crista neural (CCN) originam do tubo neural dorsal entre a
placa oOptica e o limite caudal do terceiro somito. Apés elas sairem do tubo neural
dorsal as CCN migram para os arcos faringeos caudais e o trato de saida onde
formam o septo. A migracdo das CCN é também alvo dos 3°,4° e 6° arcos
faringeos, que irdo originar os futuros vasos. Varias vias de sinalizacao estédo
envolvidas na migracdo e condensacdo das CCN, incluindo sinalizacao reciproca
entre CCN e o SCC que sao essenciais para a formacdo do trato de saida e o
arco aortico %,

O septo da regido conotruncal é dependente das células da crista neural
para a sua formacdo. Essas células também participam na formacédo das
estruturas da face e regido cervical, dai a relacdo, entre cardiopatia, anomalias da

face e de estruturas da regido cervical (Figura 3)**.
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Figura 3 — Contribuicdo do segundo campo cardiaco e das células da
crista neural nos defeitos de desenvolvimento do trato de saida do
coracao

Ha seis mecanismos de acordo com a classificacdo patogenética de Clark
das malformacdes cardiovasculares: 1) Anormalidade da migracdo do tecido
ectomesenquimal (causando defeitos de septacdo conotruncal e anomalias do
arco aortico); 2) Fluxo sanguineo intracardiaco anormal (causando defeito septal
e malformacao obstrutiva esquerda e direita do coracdo); 3) Anomalias de morte
celular (originando defeito septal e anomalias de valvulas); 4) Anomalias da matriz
extracelular (originando defeitos do canal atrioventricular); 5) Crescimento
anormal de tecido alvo (originando anomalia parcial ou total do retorno venoso
pulmonar e cor triatriatum) e 6) Anomalias de lateralidade (originando problemas

de posicionamento esquerdo-direito)®>2°.
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1.3 Defeito cardiaco conotruncal

Os defeitos cardiacos conotruncais (CNT), resultam do processo anormal
da septacao adrtico-pulmonar e correspondem a 25 a 30% de defeitos cardiacos
nao sindrémicos?’.

Fazem parte do grupo de defeito cardiaco conotruncal: a tetralogia de
Fallot (TOF), a interrupcdo do arco aodrtico (IAA), o truncus arteriosus (TA), o
defeito do septo ventricular com atresia pulmonar (DSV/AP), a transposicao de
grandes artérias (TGA), a dupla via de saida do ventriculo direito (DVSVD) e a
janela aorto-pulmonar ou defeito do septo ventricular®®>?,

A tetralogia de Fallot (TOF) é a forma mais prevalente de DCC ciandtico e
ocorre em 1: 3000 nativivos. A combinacéo de dextroposi¢céo da aorta, defeito do
septo ventricular, estenose pumonar e hipertrofia ventricular define TOF (Figura

4)%,

Comunicacgao
\Interventricular

Estenose
pulmonar

Hipertrofia do
ventriculo direito

FONTE: www.mayoclinic.org

Figura 4 — llustracéo de tetralogia de Fallot

A interrupgéo do arco aortico (IAA) € um raro DCC, corresponde a 1,5% de
todos os DCC, caracteriza-se por uma falha na continuidade entre a porgao
ascendente e descendente, é uma cardiopatia dependente do canal que sem
cirurgia esta associada a alta taxas de mortalidade no periodo neonatal®.
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O truncus arteriosus (TA) € um raro DCC, corresponde a 1% de todos os
defeitos cardiacos. Resulta da deficiéncia das cristas do tronco e do septo adrtico-
pulmonar em se desenvolver normalmente e, assim, dividir o tronco arterial em
aorta e tronco pulmonar, formando um uUnico tronco da aorta toracica arterial que

supre as articulacdes sistémica, pulmonar e coronariana (Figura 5) 2.

Ventriculos

FONTE: www.mayoclinic.org

Figura 5 — llustragao de truncus arteriosus

Os defeitos do septo interventricular representam o defeito congénito mais
frequente (25%). Esses defeitos podem ocorrer em qualquer parte do septo
interventricular (membranoso ou muscular). Os defeitos decorrentes de alteraces
do septo membranoso, na regido anterior do coracdo, sao considerados de

origem conotruncal (Figura 6)Erro! Argumento de opg&o desconhecido..
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Defeito do septo ventricular

Ventriculo esquerdo

Ventriculo direito

FONTE: www.mayoclinic.org

Figura 6 — llustracéo de defeito de septo ventricular

A atresia pulmonar ocorre quando a divisdo do tronco é tao desigual que o
tronco pulmonar ndo tem luz ou ndo ha orificio no nivel da valvula pulmonar®.

A transposicdo de grandes artérias (TGA) € o DCC cianogénico mais
comum no periodo neonatal. Nos casos tipicos, a aorta se localiza anterior e a
direita do tronco pulmonar e se origina anteriormente ao ventriculo direito. A
principal explicagdo para esse defeito seria a interrup¢cdo do prosseguimento do
septo aortico-pulmonar, num curso espiral durante a septacdo cardiaca e do
tronco arterial. Isso pode ser resultado de um desenvolvimento anormal do cone
arterial durante a incorporacdo do bulbo cardiaco aos ventriculos, causado por

defeito na migracdo das células da crista neural (Figura 7).
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Aorta transposta

Ventriculo
esquerdo

Ventriculo
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FONTE: www.mayoclinic.org

Figura 7- llustracéode transposicdo de grandes artérias

A dupla via de saida do ventriculo direito (DVSVD) ocorre quando ambas
aorta e artéria pulmonar originam do ventriculo direito™.

O defeito do septo aortico-pulmonar ou janela aorto-pulmonar € uma
condicdo onde existe uma abertura entre a aorta e o tronco pulmonar proximo a

valvula aértico-pulmonar?.
1.4 Variagcdo no numero de cépias

Com o sequenciamento do genoma humano, novas informacgdes sobre a
diversidade genética foi revelada. Um tipo de variacdo genética, a variagdo no
numero de copias génicas (CNV), consiste em duplicacbes e delecdes de
tamanho intermediario que levam a mudanca de genes e afeta em torno de 25%
do genoma humano, sdo eventos abundantes no genoma humano e relevantes
para a patogénese de doencas raras e complexas. CNVs variam em tamanho de
quilobase (kb) a varios milhdes de base (Mb), sdo considerados polimorfismos
quando presentes em >1% da populacdo, e sdo associados a doenca quando

ocorrem em <1% dos individuos '.
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Embora algumas CNVs sdo descobertas em alta frequéncia na populagao
humana e sé@o portanto uma fonte potencial de diversidade genética, grandes
CNVs, especialmente de novo, sdo associadas a varias doencas humanas
complexas, em adicdo ao documentado envolvimento de CNVs em defeitos
congénitos (ex. craniofacial, cardiaco, respiratorio, renal), CNVs sdo também
conhecidas por estarem envolvidas na génese de patologias do
neurodesenvolvimento e neurocognitivo, como deficiéncia intelectual,
esquizofrenia e espectro autistico®>.

As CNVs sao divididas em dois grupos: as CNVs comuns, encontradas
acima de 5% na populacdo, podem influenciar no risco para algumas doencas e
nao estdo relacionadas com a herdabilidade. As CNVs raras, encontradas em
menos de 1% da populacéo e agem como fatores de suscetibilidade®.

Atualmente, varios estudos tém estabelecido a relevancia de CNVs na
etiologia de DCC, autores demonstraram associac¢ao tanto de DCC sindrémico ou
DCC isolado e desequilibrios cromossémicos (Tabela 1) 363,

Thiempont et al. (2007), detectaram 30% de CNVs raras em pacientes com
DCC e outras anomalias ao nascimento com cari6tipos normais®. Algumas
dessas CNVs foram encontradas em regifes conhecidas por conter genes criticos
para o desenvolvimento cardiaco como NKX2.5, NOTCH1, ND1 e EHMT, a
maioria ocorreu onde nenhum gene cardiaco foi localizado. CNV causal foi
relatada quando esta continha genes importantes para o desenvolvimento
cardiaco ou quando surgia de novo, esta analise sugeriu que 17% dos pacientes
apresentavam CNV causal. Os 13% restantes de CNVs eram herdadas de algum
dos pais ndo afetado. Este estudo mostrou que CNV é encontrado em DCC
associado a outras anomalias ou com atraso no desenvolvimento.

Ja Richards et al. (2008), estudando CNV em 40 individuos com DCC e
cariétipo normal, 20 tinham DCC e outras anomalias ou atraso no
desenvolvimento, enquanto os outros tinham DCC isolada®. Identificaram CNV
causal em 25% dos individuos com DCC e anormalidades ou atraso de
desenvolvimento. O risco de ter CNV causal aumenta para 45% naqueles com
anormalidades neurolégicas ou atraso no desenvolvimento. Estes estudos
demonstram que CNV causal aparecem em individuos com DCC e atraso no

desenvolvimento.
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Ao pesquisar CNVs em 150 individuos com DCC isolada, Erdogan et al.
(2008), detectaram 18 CNVs raras®. A maioria foi duplicacéo, em contraste com
aguelas encontradas nos DCC sindrébmicos que sdo predominantemente
delecdes. Adicionalmente, 44% foram familiar, também ocorrendo nos pais sem
evidencia de DCC, talvez indicando que essas CNVs aumentem a suscetibilidade
para DCC mas requer outros fatores para manifestar o fenotipo. Isto demonstra
gue CNV rara pode ser um importante contribuidor genético para DCC isolado.

Em 2009, Greenway et al., investigando 114 pacientes com TOF isolado e
seus pais, identificaram 11 CNVs de novo®®. Baseado em seus achados os
autores concluiram que pelo menos 10% de TOF nao sindrémico, esporadico
podem ser atribuidos a CNV de novo.

Posteriormente, através da técnica de hibridacdo gendmica comparativa
por array (CGH array), Breckpot et al. (2010), encontraram 43 CNV em 150
pacientes com DCC sindrémico, destas 26 foram consideradas como CNVs
causais®’.

Fakhro et al. (2011), observaram um aumento estatisticamente significante
de CNVs raras entre pacientes com heterotaxia em comparagdo com 0sS
controles™.

Cooper et al. (2011), analisando CNV em 575 criancas com DCC e
deficiéncia intelectual mostraram um aumento significativo do numero de CNVs
em criancas com DCC*.

Ao pesquisar CNVs em pacientes com TOF, Soemedi et al. (2012) e
Silversides et al. (2012), detectaram CNV em 5% e 12% respectivamente®?,

Recentemente, Warburton et al. (2013) estudando 223 criancas com
cardiopatia conotruncal e sindrome do coracdo esquerdo hipoplasico,
encontraram del 22g11.2 em nove criancas e 33 CNVs de novo. Foi observada

uma taxa 5,6% de CNV causais™°.
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Tabela 1 — Frequéncia de CNVs em individuos com defeito cardiaco congénito na

literatura
Referéncias Tipo de cardiopatia TO,'TI'AL f\:IN((\;S
Kreprischi-Santos et al. (2006)*>  DCC com alt. 7 3 (42,9%)
Thiempont et al. (2007)%* DCC com alt. 60 18 (30%)
Erdogan et al. (2008)* DCC isolado 105 18 (17%)
Richards et al. (2008)* DCC com alt. 20 5 (25%)
Greenway et al. (2009)*® TOF isolado 114 11 (9,6%)
Rauch et al. (2010)*® TOF com alt. 19 4 (21%)
Breckpot et al. (2010)° DCC com alt. 90 16 (17,7%)
Breckpot et al. (2011)%* DCC isolado 46 2 (4,3%)
Fakhro et al. (2011)* Htx +TGA 262 38 (14,5%)
Derwinska et al. (2012)* DCC isolado e com alt. 150 16 (10,7%)
Silversides et al. (2012)* TOF isolado e com alt. 433 43 (10%)
Sorensen et al. (2012)° DCC isolado e com alt. 402 14 (3,2%)
Soemedi et al. ( 2012)® DCC isolado 2256 66 (29,3%)
Warburton et al. (2013)* CNT + SCEH 223 12 (5,6%)

CNVs:variacdo no numero de copias, DCC:defeito cardiaco congénito, alt.:alteracdes
extracardiacas, TOF tetralogia de Fallot, Htx: heterotaxia, TGA transposicdo de grandes artérias,
CNT:defeito cardiaco conotruncal, SCEH:sindrome do coracdo esquerdo hipoplasico.

1.5 Diagndstico laboratorial de CNVs

Quando a analise citogenética convencional revela um cari6tipo normal em
pacientes com DCC, é altamente recomendavel a investigacdo da presenca de
desequilibrios genémicos com outros métodos, pois mesmo utilizando técnica de
alta resolucéo, possui uma baixa sensibilidade e detecta apenas 10% a 20% das
delecBes**®.

As CNVs podem ser detectadas por varios métodos laboratoriais, tais como
a hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH), hibridacdo gendémica comparativa
por array (CGH array) e Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA),
estas técnicas diferem em precisdo, rendimento e resolucéo *°.

O MLPA foi desenhado para detectar varios rearranjos estruturais e
aneuploidias em um simples ensaio. E um método facil, rapido e econdémico para
o diagnédstico simultdneo de multiplas anomalias com um simples Kit e permite

alta acuracia na analise do niimero de cépias “®*'.
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7

Descrita pela primeira vez por Schouten et al. (2002), o MLPA ¢é uma
técnica desenvolvida e comercializada pelo grupo MRC-Holland que permite a
amplificacdo de um numero elevado (40-45) de sequéncias de acido nucléico em
uma Unica reacéo*®. Esta técnica permite detectar duplicacdes/delecdes numa
grande variedade de regides do genoma.

Na técnica de MLPA, para cada sequéncia alvo existem duas sondas, cada
sonda esta acoplada a um segmento de DNA de tamanho variavel e sequéncias
idénticas em 3’ e 5'(stuffer sequence), o qual, por sua vez, se liga a um par de
primers idéntico em todas as sondas. Apés hibridacdo das sondas com a
sequéncia alvo, procede-se a ligacdo enzimética das mesmas (utilizando uma
DNA ligase). A stuffer sequence n&o hibridiza com a sequéncia alvo, o que
permitira que cada fragmento a amplificar apresente diferentes tamanhos. So
quando as duas sondas sao hibridadas a sequéncia alvo € que poderao ligar-se e
permitir posteriormente, a amplificacdo. Apenas as sondas que foram
eficientemente ligadas serdo amplificadas e produzirdo sinal. As outras, nao
ligadas e contendo apenas uma sequéncia primer, ndo serao amplificadas, assim
ndo existira o sinal fluorescente correspondente. A visualizacdo dessas
amplificacBes pode ser feita por eletroforese capilar e a analise com programas
especificos 2.

Recentemente alguns grupos tém focado suas pesquisas na utilizacao de
CGH array para o estudo de pacientes com DCC sindrémico ou ndo sindrémico
de causa desconhecida e promissores resultados tem sido obtido. MLPA tem
vantagens significantes sobre outros métodos, na detec¢do de conhecidas CNVs.
como FISH ou CGH array, baseado no fato que é uma técnica mais simples,

rapida e econémica 646490,

1.6 Sindrome da delegcédo 22q11.2

A sindrome da delecdo 22g11.2 (SD22qgll) é conhecida também como
sindrome de DiGeorge (SDG), Velocardiofacial (SVCF), de anomalias faciais e
conotruncais (CAFS), de Cayler, de Shprintzen e CATCH 22 (Cardiac defects,
Abnormal facies, Thymic hypoplasia, Cleft palate, hypocalcemia — Defeitos

cardiacos, Anormalidades faciais, Fissura palatina, Hipocalcemia) 84°°.
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Esta sindrome é considerada a mais comum das sindromes de
microdelecdo humana e contém multiplos genes. A prevaléncia estimada € de
1:4000 nascidos vivos®2.

Uma submicroscopica delecdo cromossémica é detectada por FISH, MLPA
ou andlise cromossdmica por microarray. A grande maioria dos casos (90%)
apresenta uma delecao do tamanho aproximado de 3 milhdes de base (Mb) leva a
delecdo de aproximadamente 45 genes e resulta da recombinacdo e rearranjos
de pontos. Porém, delecdes maiores ou menores tém sido identificadas®>>>*.

A auséncia de variagcdo na extensdo da delecdo tem sido atribuida a
presenca de regides de repeticbes de poucas copias (low copy repeats - LCRS)
intracromossomal, também referido como uma duplicacdo segmentar. Foi
proposto que LCRs devem conferir instabilidade na regido mediante
recombinacées homodlogas aberrantes e eventos de “crossing-over” desigual
durante a meiose devido a alta sequéncia similar entre segmentos repetidos. 1sso
faz com que um dos cromossomos 22 perca 0 segmento 3 Mb de &acido
desoxirribonucléico (DNA) (sofra delecdo) e o outro receba o material
cromossdmico extra (apresente duplicacéo)®.

A regido 22q contém oito LCRs conhecidas como LCR22s. O evento de
recombinacdo mais comum ocorre entre LCR22-2 e LCR22-4 e chega ao
tamanho de uma delecdo de 3 Mb, que esta associada a SDG, SVCF. Esta
delecdo estd associada com defeito cardiaco conotruncal, insuficiéncia
velofaringea, dificuldade de aprendizado, disfungdo imunolégica, hipocalcemia,
defeitos urogenitais e alteracdes faciais, e é clinicamente indistinguivel da delecao
1,5 Mb, que compreende a recombinacéo entre LCR22-2 e LCR22-3 °°.

A alta frequéncia de del 22q11 originada de novo deve sugerir consideravel
instabilidade gendmica na regido do cromossomo 22. O mecanismo genético por
tras da microdelecéo € baseado em recombinacdo homologa néo alélica. Em 90%
dos pacientes a identificagdo da microdelecdo cobre uma regido de 3 Mb,
codificando 45 genes, referida na tipica regido deletada enquanto que a
microdelecéo de 1,5 Mb que inclui 24 genes tem sido descoberta em 8% dos
pacientes. Uma minima regido critica de DiGeorge (DGCR) cobre em torno de 0,5
Mb e varios genes: CTP, CLTD, TUPLE1, UFD1, TBX1, CDC45. Os restantes 2%
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incluem pacientes com outras alteracdes cromossomicas (ex. del 10p13, 17p13 e
4q21,3-25) °"8,

1.6.1 Aspectos clinicos

A SD22qll possui um espectro fenotipico amplo. Mas de 180
caracteristicas clinicas tem sido descrita, aspectos fisicos e comportamentais, tém
sido relatados anormalidades craniofaciais, oftalmoldgicas, otorrinolaringolégicas,
alimentares, gastrointestinais, neurologicas, de desenvolvimento psicossocial e de
funcdo cognitiva, psiquiatricas, auto-imunes, hematoldgicas, imunoldgicas,
endocrinolégicas, vasculares, musculoesqueléticas e urogenitais. Nenhuma
caracteristica Unica clinica ocorre em 100% dos casos e ndo ha relato de casos
que apresente todos ou a maioria dos achados clinicos >*.

Caracteristicas clinicas podem variar dependendo da idade do paciente.
Porém, eles comumente incluem dois ou mais destes classicos achados:
distarbios de desenvolvimento, dificuldades de linguagem, ou ambos, anomalias
cardiacas conotruncal, defeitos do palato, regurgitacdo nasal, e/ou fala
hiperanasalada, problemas comportamentais, doenca psiquiatrica ou ambas,
imunodeficiéncia, hipocalcemia e caracteristicas faciais. Esta expresséo variavel
também significa que del 22qll pode ser detectada em pacientes que foram
diagnosticados previamente com outras sindromes. ldentificacdo da SD22ql11 em
adolescentes e adultos frequentemente requer indice maior de suspeicao.

Criancas do sexo masculino e feminino séo igualmente afetadas *°.
1.6.1.1 Alteracdes craniofaciais

Os achados faciais se caracterizam por uma face alongada; hipertelorismo
(distéancia interpupilar aumentada); nariz proeminente com base e narinas
pequenas e ponte alargada apresentando uma configuragéo tubular; filtro labial
longo; redundéancia palpebral com fendas estreitas; excesso maxilar vertical;
retrognatia e anomalias auriculares menores®”®. Assimetria facial ao choro,
craniosinostose e malares planos também séo observados. A microcefalia ocorre

em 40% dos individuos com dele¢édo 22q11.2. As caracteristicas faciais sdo muito
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variaveis, pouco evidentes em lactentes, criancas jovens ou grupos étnicos, tende

a ficar mais evidente com a idade %%°%.

1.6.1.2 Anormalidades do palato

A fissura do palato estad frequente em 85% dos pacientes. O tipo mais
comum de anomalia do palato encontrada na SD22ql1 é a fissura submucosa e
fissura submucosa oculta do palato, estas alteracdes sao dificeis de serem
diagnosticadas ao exame clinico. A maioria dos individuos com ou sem fissura
palatal possuem algum grau de incompeténcia velofaringea. A voz
hiperanasalada ocorre em aproximadamente 75% dos individuos com SD22qg11.2
> A insuficiéncia velofaringea pode manifestar como atraso de linguagem,
dificuldades na fonacdo, apnéia em neonatos, regurgitacdo nasal, refluxo
gastroesofagico e dificuldade de alimentacdo. A insuficiéncia velofaringea

também é um fator de recorrente otite média, que pode ocasionar surdez®°2°"61,

1.6.1.3 Alteragdes cardiovasculares

As anomalias cardiovasculares sdo caracteristicas chave da sindrome e
sdo encontradas em 75 a 80% dos individuos °.

O impacto do problema cardiaco € muito importante em criangcas com
sindrome da delecdo 22g11.2, destes a malformacdo cardiaca afeta 79% dos
pacientes. Os classicos defeitos cardiacos que ocorrem em pacientes com
delecdo 22gl11 sao defeitos conotruncais, outros tipos de defeitos também sao
relatados, incluindo defeito do septo atrial, canal atrioventricular, atresia de
tricuspide, transposicao de grandes artérias, hipoplasia de ventriculo esquerdo,
heterotaxia, coartacdo de aorta, anel vascular e outras anomalias do arco
adrtico®.

A literatura tem mostrado uma associacdo de 2% a 48% dos casos de
defeito cardiaco conotruncal com a del 22q11.2 (Tabela 2). A del 22g11 é mais
frequente em trés defeitos cardiacos conotruncais: IAA, TA e TOF. A incidéncia da
del 22911 em pacientes com tetralogia de Fallot tem sido relatada de 16% a 63%,

nos pacientes com atresia pulmonar de 16 a 40%, e de 25% nos pacientes com
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defeitos do septo ventricular, nos que apresentam truncus arteriosus a estimativa
é de 33% e chega a 50% nos pacientes portadores de interrup¢éo do arco aértico
tipo B. Nos pacientes com defeito cardiaco conotruncal do tipo TGV e DVSVD a

presenca da del 22q11 é rara **°"%,

Tabela 2 - Frequéncia da dele¢do 22q11.2 em individuos com defeito cardiaco

congénito conotruncal na literatura

del22q11
Referéncias Idade a
N Total N (%)
Goldmuntz et al. (1993)% Criangas 17 5 (29%)
Goldmuntz et al. (1998)% Criangas 251 45 (17,9%)
Iserin et al. (1998)°° recém - nascidos 104 50 (48%)
Worthington et al. (1998)% Criancas 90 15 (17%)
Voigt et al. (2002)% 4 dias a 58 anos 100 2 (2%)
Mahle et al. (2003)%° 1 dia a 4 anos 58 20 (34%)
Giray et al. (2003)"° idade? 36 7 (19,4%)
Anaclerio et al. (2004)" 1dia a 5 anos 350 27 (8%)
Rauch et al. (2004)" Criangas 23 9 (39,1%)
Khositserh et al. (2005)" Adultos 61 9 (14,8%)
Beauchésne et al. (2005)" Adultos 103 6 (5,8%)
Jianrong et al. (2006)™ Criangas 32 3 (9,3%)
Rosa et al. (2008)%° Criangas 198 4 (2%)
Ziolkowska et al. (2008)"’ Criangas 214 15 (7%)
Lammer et al. (2009)% Criangas 622 30 (10%)
Gargouri et al. (2009)"° 26 meses a 30 anos 26 1 (3,9%)
Anilkumar et al. (2011)™ criancas abaixo de 2 anos 254 49 (19%)
Xu et al. (2011)* Idade ? 212 13 (6%)
Agergaard et al. (2012)a" Criancas 415 29 (7%)

1.6.1.4 AlteragOes musculoesqueléticas

A baixa estatura é relatada em 35% a 40% dos individuos com del 22g11.2.
Platibasia (achatamento da base do cranio) e escoliose ocorrem com uma
frequéncia de 75% e 15% respectivamente. Outras alteracfes incluem anomalias

vertebrais, costelas ausentes ou supranumerarias, polidactilia, sindactilia e pé
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torto congénito. As hérnias umbilical e inguinal também podem estar presentes

nos individuos afetados °*°’.

1.6.1.5 Alteracdes urogenitais

Anormalidades genitais e renais sdo observadas e incluem hipospédia,
criptorquidismo, imperfuracdo anal, agenesia renal, rins displasicos ou cisticos,
anormalidades obstrutivas, refluxo vesicoureteral, nefrocalcinose, hidronefrose,

dilatacdo de ureteres e de célice renal ***2,
1.6.1.6 Alteracdes neuroldgicas e comportamentais

Atraso no desenvolvimento neuromotor € frequente, hipotonia e déficit
cognitivo podem ser responsaveis pelo atraso motor °*.

O retardo mental leve a moderado é visto em aproximadamente 40 a 50%
dos pacientes e o quociente de inteligéncia (QI) médio desses individuos € de 70.
O déficit cognitivo € diretamente associado com a delecdo 221l e ndo com a
presenca de defeitos cardiacos ou anomalias do palato *%°%°7

A dificuldade de aprendizado é observada em todos os pacientes. Disturbio
da linguagem ocorre no primeiro ano de vida. As criangcas apresentam melhor
desempenho em habilidades verbal e deficiéncias na area de percepc¢ao visual,
habilidade espacial e pensamento abstrato. Matematica é geralmente uma area
de grande de dificuldade %2,

Na infancia, € descrito a presenca de distarbios comportamentais como
transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade e instabilidade emocional, na
adolescéncia sao relatados depresséao e ansiedade. No adulto a psicose de inicio
tardio € uma caracteristica, outras manifestagcdes psiquiatricas como disturbio
bipolar, transtorno obsessivo-compulsivo e esquizofrenia afetam até 30% dos
individuos. Distarbios do comportamento como desinibicdo, impulsividade e
dificuldade de interac&o social também sdo observados 8°%°76,

O autismo e as desordens do espectro autistico sdo mais frequentes

nesses pacientes que na populagéo geral o1
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As anormalidades cerebrais descritas na SD22ql1l incluem: reducdo do
cerebelo, agenesia do corpo caloso, cisto periventricular, atrofia cerebral e
alteracédo volumétrica de substancia branca e cinzenta, e podem ser ocasionadas

pelo desenvolvimento anormal de células da crista neural *8°%8%81,
1.6.1.7 Alteracdes endodcrinas

A hipocalcemia é observada em 17 a 60% dos pacientes, € considerada
uma das principais caracteristicas da SD22q11, presente entre o nascimento e
trés meses de idade com uma variedade de sintomas como convulsdes, tremores

e rigidez. Hipotireoidismo e hipoparatireoidismo também podem ocorrer 4982,

1.6.1.8 Alteracdes imunolodgicas

A imunodeficiéncia ocorre como resultado de hipoplasia timica. Uma forma
variavel de imunodeficiéncia combinada pode estar presente. Os pacientes
podem ter hipergamaglobulinemia, auto anticorpos e elevados niveis de
anticorpos para antigenos naturais que podem estar relacionado a falha na
resposta imune mediada pelo linfocito T*%°. Infeccdes recorrentes sdo comuns na
SD22g11 e nao estéo correlacionadas com a funcédo dos linfocitos T, fatores como
defeitos anatémicos, refluxo, alergias, doenca cardiaca, desnutricdo contribuem

para as infeccées recorrentes®.
1.6.1.9 Alteracdes autoimune

Associacdo com doengas autoimune tem sido relatada acima de 30% na

SD22q1l1, o mecanismo responsavel pela alta incidéncia ainda néo foi elucidado

8 Outras doencas autoimune como a sindrome de Bernard-Soulier

(trombocitopenia e plaguetas gigantes), neutropenia, anemia hemolitica, artrite

reumatéide juvenil, doenca de Graves e vitiligo também s&o observadas *°®*.

1.6.1.10 Qutras alteracdes



22
Introducao

Sao descritos alteragBes oftamoldgicas como vasos da retina tortuosos,
estrabismo, ambliopia e ptose palpebral 2,

Complicacdes gastointestinais séo relatadas nos pacientes com delecéo do
22011.2, como a atresia de esodfago, doenca de Hirshsprung, constipacdo, ma
rotacdo intestinal 2.

Pode haver associacdo com polimicrogiria, obesidade e alteracdes
dermatoldgicas. Pacientes com delecdo 22qll1.2 podem apresentar achados
clinicos que sobrepdem a varias sindromes genéticas conhecidas, incluindo a

sindrome de Noonan, de Opitz, associacdo de CHARGE e de VATER °2%,

1.7 Microduplicacédo do 22g11.2

Consideravel atencdo é agora devotada ndo somente a delecdo, mas
também a microduplicacdo do 22qg11.2. Microduplicacdo do 22q11.2 pode ocorrer
com uma frequéncia aproximada de metade da delecdo. O fenotipo dos pacientes
com microduplicacdo 22g11.2 € extremamente variavel, mas ocorre significante
sobreposicao as caracteristicas da SDG/SVCF. O espectro da DCC associada
com microduplicacao 22gl1.2 é vasta, incluindo defeitos conotruncal e néo
conotruncal, defeito do septo ventricular, sindrome do coracdo esquerdo
hipoplasico, anomalias valvulares e anomalia total do retorno venoso pulmonar,
entre outras. Interessantemente, ha uma alta variabilidade de expressao
interfamiliar e intrafamiliar entre membros da familia com o mesmo tamanho da

duplicacéo %.
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InvestigacBes citogenéticas e moleculares sao fundamentais para um
diagnostico preciso, aconselhamento genético familiar e adequada avaliagéo e
manejo clinico nos pacientes com anomalias cardiacas conotruncais associadas,
ou ndo, a outras manifestacdes clinicas. Desta forma, a presente pesquisa foi
proposta no intuito de determinar a presenca de variagbes no nimero de copias
génicas em pacientes portadores de cardiopatia conotruncal e seus pais,
importante ressaltar que no Brasil, exceto estudos com SD22q118687888 estudos
gue relacionam DCC e CNVs sao excassos. Estes dados adquirem relevancia
visto que, o estudo € inédito no estado de Mato Grosso.

Este estudo utilizou como método diagnéstico a técnica de biologia
molecular (MLPA), realizado no Laboratério de Citogenémica — LIM 03 da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo Paulo (FMUSP).
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3.1 Objetivo Geral

o Detectar a presenca da variagdo no numero de coépias génicas em

pacientes portadores de cardiopatia conotruncal.

3.2 Objetivos Especificos

o Descrever os achados moleculares pela técnica de MLPA e associar ao
fendtipo do paciente.

o Realizar MLPA nos pais dos pacientes nos quais foram detectados
CNV



4 CASUISTICA E METODOS
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4.1 Casuistica

Para o estudo prospectivo participaram 39 pacientes portadores de
cardiopatia congénita do tipo conotruncal e coartacdo da aorta.

Os pacientes presentes no estudo eram oriundos dos seguintes servicgos:
Ambulatorio de Cardiologia Pediatrica e Unidade de Terapia Intensiva Neonatal
do Hospital Universitario Julio Mduller (HUJM); Ambulatério de Cardiologia
Pediatrica da Secretaria Estadual de Saude; Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal do Hospital e Maternidade Femina, todos localizados em Cuiaba - Mato
Grosso.

O periodo de coleta foi de marco de 2012 a novembro de 2012. O critério
de inclusdo foi a presenca das lesGes ao exame ecocardiografico: truncus
arteriosus, tetralogia de Fallot, interrupcdo do arco aodrtico, atresia pulmonar e
defeito do septo ventricular, transposicdo de grandes artérias e coartacdo da
aorta. E foram excluidos os pacientes com cariétipo com banda G alterado.

Os pacientes ou pais e/ou responsaveis foram informados da realizacédo da
pesquisa, assinando um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A)
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (CEP-FMUSP n° 323/11) (Anexo B) e pelo Comité de
Etica do Hospital Universitario Jalio Miiller/UFMT (Projeto n 957) (Anexo C).

Nos pacientes com alterac6es de CNVs foram incluidos avaliacéo clinica e

laboratorial de seus pais.

4.2 Investigacdo clinica

Todos os pacientes foram avaliados pela pesquisadora, foi preenchida uma
ficha clinica (anexo D) para cada individuo constando dados de identificagéo,
antropometria, histdria familiar, e os sinais clinicos mais frequentes presentes na
SD22q11 foram pesquisados a partir de dados da Specialist Fact Sheet retirado

do site The Velo-Cardio-Facial Syndrome Educacional Foundation
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(www.vcfsef.org). A avaliagdo de aspectos dismorficos foram analisados

posteriormente através de fotografias ou pessoalmente por um geneticista.

4.3 Coleta das amostras de sangue

Foram coletados oito mililitros (8 mL) de sangue venoso periférico dos
probandos e seus familiares quando disponiveis, sendo um frasco de 4 mL de
seringa heparinizada para a realizacéo de citogenética classica e 4 mL com EDTA

para realizacao da técnica de MLPA.

4.4 Estudo molecular

4.4.1 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

As amostras de sangue foram encaminhadas para o Laboratério de
Citogenémica — LIM 03 da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo
(FMUSP), onde foi realizada a técnica de MLPA, sob a supervisdo da Dra. Leslie
Domenici Kulikowski.

As reacdes de MLPA foram realizadas de acordo com o protocolo do
fabricante utilizando os kits-SALSA P036, P070, P064 e P250 (MRC-Holland®,
Amsterdan, The Netherlands) com algumas modificacdes para maior rendimento
dos reagentes.

Os kits P036 e P0O70 detectam alteracGes subteloméricas e séo utilizados
para descartar outros microrrearranjos envolvendo as porcdes finais dos
Cromossomos.

O kit PO64 é indicado para as principais sindromes de microdelecdes,
detecta alteracbes em 22qll.2 e em outras regides criticas para algumas
sindromes, tais como: delecdo 1p36; sindrome de Williams; sindrome de Smith-
Magenis; sindrome de Miller-Dieker; sindrome de Saethre-Chotzen, sindrome de
Sotos, sindrome de PraderWilli/Angelman, sindrome de Allagille e outras.

O kit P250 ¢é especifico para a sindrome de DiGeorge, detecta

microdele¢des/microduplicacfes em 22g11.2, além de identificar microalteracfes


http://www.vcfsef.org/
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em 22qg11.2, possui a vantagem de conter sondas para outras regides envolvidas
na formacéo das cardiopatias como a 10p14 (DGSZ2), 4935, 8p23 e 17p13.

A técnica comecou com aproximadamente 250 ng de DNA gendmico (5 uL)
sendo adicionados a um microtubo e levados ao termociclador
(Veriti® ThermalCycler — Life Technologies) para desnaturacdo a 98°C por 15
minutos. Em seguida, uma mistura das sondas (especificas para cada kit) e
solucdo tamponada foi adicionada ao DNA desnaturado, para o processo de
hibridacao das sondas de MLPA ao DNA a 60°C por 3 horas. Sem retirar os tubos
do termociclador, solugcdes tamponadas juntamente com a enzima ligase, foram
adicionadas a solucdo de hibridacdo para a ligacdo das sondas em cada regiao
alvo especifica a 54°C por 15 minutos. Na Ultima etapa, em temperatura
ambiente, devido a Taqg Polimerase ser termoestavel, os reagentes para a reacao
de PCR foram adicionados a solucao de ligacao, para a amplificacdo somente dos
fragmentos unidos pela ligase. Assim, os produtos amplificados foram colocados
em microplacas juntamente com marcador de peso molecular (LIZ - GS600) e Hi-
Di Formamide (Life Technologies) e levados ao sequenciador automéatico ABI
3500 (Life Technologies) para as reacfes de analise de fragmentos.

Por se tratar de um teste citogendmico comparativo, em todas as reacdes
de MLPA foram utilizadas pelo menos trés controles normais. Os dados foram
gerados pelo sequenciador automatico ABI 3500 (Life Technologies), da Rede de
Equipamento Multiusuario no laboratério de Imunologia do Instituto do Coracéo —
INCOR — HC / FMUSP.

A andlise dos resultados da reacdo de MLPA foi realizada utilizando o
software GeneMarker® (Softgenetics LLC, StateCollege, PA -
www.softgenetics.com). Os resultados foram considerados alterados quando o
tamanho do pico relativo era menor do que 0,75 (delecéo) ou maior do que 1.25

(duplicac&o) quando comparado a amostras normais.
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5.1 Amostra

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 2 dias a 19 anos, a média foi de 5 anos e 7 meses, com mediana
de 6 anos. Somente duas maes relataram diagnostico prévio através de
ultrassonografia gestacional do feto com cardiopatia congénita.

Entre as cardiopatias observadas, a maioria dos pacientes apresentavam
tetralogia de Fallot, presente em aproximadamente 56% da casuistica. As outras

cardiopatias estédo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Distribuicdo dos tipos de cardiopatia da amostra

Tipo de cardiopatia N (%)
Tetralogia de Fallot 22 (56,4%)
Transposicao de grandes artérias 9 (23%)
Coartacao 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%)

5.2 Pacientes sem alteracdo no MLPA

Nao foram detectadas CNVs usando quatro kits (P036, P070, P064 e
P250) em 32/39 pacientes (82,05%).

Em 15/32 pacientes (46,8%) com MLPA normal, foram observadas
anormalidades extracardiacas (Tabela 4), os sinais e sintomas clinicos presentes
observados foram: dismorfias faciais, estrabismo, acidente vascular cerebral,
convulsado, paralisia facial, déficit auditivo, vitiligo, epilepsia, autismo, estenose
subgldtica, asma, infeccbes de vias aéreas inferiores e superiores frequentes,

onfalocele, daltonismo, dificuldade de alimentacao, déficit de crescimento, refluxo
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gastroesofagico, criptorquidismo, distlrbio da fala, dificuldade de aprendizado e

hipocalcemia. Somente em um paciente foi detectado fissura palatal.

Tabela 4 —Caracteristicas dos pacientes sem alteracdo no MLPA

Outras alteracdes

Destino /Idade

N ldade  Sexo Cardiopatia .
clinicas atual
MCO002 7a M TOF Ausente Amb /9 a
Dificuldade de aprendizado Amb /1l a
MCO004 9a M TOF . _
Disturbio da fala
MCO005 4 a TOF Ausente Amb /6 a
MC007 8d TGA Ausente Obito / 14 d
Onfalocele Amb /8 a
IVAI frequente
Convulsao
MCO008 6a F TOF
AVC
Paralisia facial
Déficit de crescimento
MCO009 3a M Co. Aorta Ausente Amb/5a
Convulsao Amb/10a
MCO010 8a M TGA - _
Dificuldade de aprendizado
MCO012 12 a F TGA Ausente Amb/ 14 a
MCO013 15 a M TOF Ausente Amb /17 a
MC014 19 a F TOF Ausente Amb/21a
MCO016 2a M TGA Ausente Amb /4 a
MCO017 7a M TOF Ausente Amb/9a
Estenose subglética Amb/5a
MCO018 3a M TOF _ o _
Criptorquidismo unilateral
MCO019 la F TOF Ausente Amb/3a
MCO020 1m M TGA Ausente Obito /1 m 28 d
MC021 5a F TGA Estrabismo Amb /7 a
MCO022 10a F TOF Ausente Amb /12 a
Déficit de crescimento Amb /17 a
MC023 15a F DVSVD IVAS frequente

Déficit auditivo
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MCO024 %9a TOF RGE Amb/11la
MCO025 3m TOF Fissura labial e palatal Amb/2a
MC026 28d TOF Ausente Obito/ 1 m 15d
Dificuldade de alimentacdo Amb/2a
MCO027 9m M TOF
IVAS frequente
MC028 16 a M TOF Ausente Amb/ 18 a
Epilepsia Amb/8a
MCO029 6a M TGA Autismo
Dismorfismo facial
Déficit de crescimento Amb/5a
AVC
MCO031 4a F TOF
IVAS frequente
Vitiligo
Estrabismo divergente Amb/2a
MCO032 10m F TOF _ _ _
Dismorfismo facial
MC033 10a M TOF Ausente Amb/12a
Asma Amb/1la
MC034 9a M TOF Hipocalcemia
IVAS frequente
MC035 2d TGA Ausente Obito / 9 d
MC036 19d M AP+DSV Ausente Obito /25 dias
Convulséo Amb/ 14 a
Daltonismo
MCO037 12 a M Co. Aorta
Asma
IVAS e IVAI frequentes
Asma Amb/2a
MCO038 la M Co. Aorta
RGE

d:dia, m:més, a:anos, F:feminino, M:masculino,TOF:tetralogia de Fallot, TGA:transposicdo de
grandes artérias, Co. Aorta:coartacdo de Aorta, DVSVD:dupla via de saida de ventriculo direito,
AP+DSV:atresia pulmonar e defeito do septo ventricular, RDNPM:retardo no desenvolvimento
neuropsicomotor, IVALinfeccdo de vias aéreas inferiores, IVAS:infec¢éo de vias aéreas superiores,
RGE:refluxo gastroesofagico, dup:duplicacdo, del:dele¢do, amb:ambulatério.

Recorréncia familiar de cardiopatia congénita foi verificada em 2/32

pacientes.
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Em um paciente MC004 com tetralogia de Fallot, havia relato de tio
materno que nasceu com defeito cardiaco desconhecido. A mée do paciente ndo
apresentava cardiopatia.

Outro paciente MC020, com diagnéstico de transposicdo de grandes
artérias e que faleceu com um més de vida, internado em Unidade de Terapia
Intensiva, aguardando transferéncia para realizar cirurgia, apresentava relato de
dois primos paternos que foram a o6bito por defeito cardiaco desconhecido (toda a
familia reside em area rural, em uma colénia de descendentes russos).

Dos 32 pacientes, cinco foram a 6bito, e todos que foram a Obito estiveram
internados em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTI), aguardavam
transferéncia para um centro especializado em cirurgia cardiaca. Os demais
pacientes estdo vivos e mantém acompanhamento periédico no ambulatério de
cardiologia pediatrica.

A descrigdo clinica destes pacientes estd no anexo E.

5.3 Pacientes com alteracdo no MLPA

Com a técnica de MLPA utilizando quatro kits, foi possivel detectar CNVs
em 7/39 pacientes (17,9%) sendo dois casos de delecdo (del 19p, del 22q) e
cinco casos de duplicacdo (dois casos de dup 15q, dup 20p, dup 22q, dup 8p com

dup 10p) (Tabela 5).

Tabela 5 — Alteracdes encontradas no MLPA

Regides envolvidas

Pacientes P064 P0O36 PO70 P250
MC 001 dup 15g11.2 Normal _ _
MC 003 _ del 19p Normal _
MC 006 dup 20p12.2 Normal Normal _
MC 011 Normal dup 15q _ _
MC 015 _ Normal _ dup 8p23.2 / dup 10p12.31
MC 030 _ _ _ dup 22g11.2
MC 039 _ _ _ del 22q11.2

dup.: duplicacéo; del.: delecdo; _ ndo realizado
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Com o kit P0O64 que descarta principais microdelecdes e duplicacbes em
diferentes cromossomos para diversas sindromes diferentes, inclusive delegéo
tipica em 22g11.2 (3,0 Mb), foi encontrada alteracées em dois pacientes: dup 15q
e dup 20p.

Os kit P036 e P070 para regides subteloméricas encontrou uma del 19p e
uma dup 15q.

O kit P250 especifico para microdelecdo/microduplicacdo em 22q e outras
regides envolvidas com cardiopatia, encontrou alteracdes em trés pacientes: dup

8p concomitante a dup 10p, dup 22q e del 22q.

5.3.1 Quadro clinico

Dos sete pacientes que apresentaram CNVs (Tabela 6), a idade variou de
19 dias a 10 anos.

Trés apresentavam tetralogia de Fallot, dois DVSVD, um TGA e um Co.
aorta.

Os sete pacientes apresentavam alteracdes extracardiaca como:
dismorfismo facial, dente neonatal, atrofia e displasia cerebral, atresia duodenal,
dificuldade de aprendizado, insuficiéncia velofaringea, aplasia de timo, refluxo
gastroesofagico, hérnia umbilical, dificuldade de aprendizado, asma, IVAS e IVAI
frequente, déficit de crescimento e somente trés apresentavam retardo no
desenvolvimento neuropsicomotor (dup 15q 11.2, dup 15q, del 22911.2).

Houve relato de cardiopatia na familia em apenas um caso (dup 15q11.2),
a mae relatava que o irmao da paciente apresentou cardiopatia congénita
complexa.

Dos sete pacientes, trés estavam internados em UTI Neonatal e foram a
Obito, um apods receber alta da UTI, um ap0s cirurgia cardiaca e um aguardando
transferéncia para um centro especializado em cirurgia cardiaca. Os demais

guatro pacientes estdo em acompanhamento no ambulatério de cardiologia.
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Tabela 6—Caracteristicasdos pacientes com CNVs

N

Idade Sexo

Cardiopatia

Alteracdes clinicas MLPA

Destino/
idade atual

MCO001

3m

F

Co. Aorta

Dismorfismo facial dupl5qg11.2
Atresia duodenal

Denteneonatal,

Atrofia, displasia cerebral

IVAS, IVAI frequentes

RDNPM

Obito/ 4m

MCO003

6 a

TOF

Dismorfismo facial del 19p
Asma

Amb /8 a

MCO006

19d

DVSVD

Dismorfismo facial dup20p12.2

Obito / 23 d

MCO011

2a

TOF

Dismorfismo facial dupl5q
Déficit de
crescimentoRDNPM

Amb/4a

MCO015

6 a

TOF

Fronte ampla
Dedos das maos
fusiformes

dup8p23.2 e
dupl10p12.31

Amb/8a

MCO030

10 a

TGA

Dismorfismo facial dup 22g11
RGE

IVAI frequente

Dificuldade de

aprendizado

Amb /12 a

MCO039

5m

DVSVD

Dismorfismo facial del 22q11
Hérnia umbilical

Dificuldade de

alimentacédo

Déficit de crescimento

RGE

Insuficiéncia

velofaringea

Aplasia de timo

RDNPM

Obito / 6 m

d:dia, m:més, a:anos, F:feminino, M:masculino,TOF:tetralogia de Fallot, TGA:transposi¢cdo de
grandes artérias, Co. Aorta: coartacdo de Aorta, DVSVD:dupla via de saida de ventriculo direito,
AP+DSV:atresia pulmonar e defeito do septo ventricular, RDNPM:retardo no desenvolvimento
neuropsicomotor, IVALinfeccdo de vias aéreas inferiores, IVAS:infec¢do de vias aéreas superiores,
RGE:refluxo gastroesofagico, dup:duplicacao, del:delecdo, amb:ambulatério.

5.3.2 Investigacédo dos pais

A investigacdo dos pais foi realizada em seis familias dos pacientes com

alteracdo no MLPA, destas em quatro familias obtivemos material de ambos os
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genitores (pai e mae) e em dois casos apenas material materno (dup 22q11.2 e
dup 8p23.2 com dup 10p12.31).

N&o foram encontradas alterac6es no MLPA dos pais investigados, na mae
da paciente que apresentava dup 15q11.2 foi observado um polimorfismo e nos
pais do paciente com dup 15q, o resultado de ambos os pais foi inconclusivo.

Exceto a mée do paciente com dup 229 que apresentava déficit intelectual

os demais eram fenotipicamente normais.

5.3.3 Descricéo e discussao de sete casos com alteracdes

5.3.3.1 Duplicacédo 15q11.2

Paciente do sexo feminino (Figura 8), pais ndo consaguineos, pai com 30
anos de idade e mée de origem indigena, 31 anos, com quatro filhos, os dois
primeiros de unido anterior saudaveis, da unido atual teve o terceiro filho que
apresentou cardiopatia congénita complexa e foi a 6bito com um ano de idade
apos cirurgia cardiaca.

Nasceu de parto cesareo, com 38 semanas de idade gestacional, pesando
2165 g (abaixo do percentil 3 para a idade), medindo 44 cm (percentil 3 para a
idade), perimetro cefélico de 32 cm (entre os percentis 3 e 10 para a idade) e
Apgar 09 e 09. Internada em UTI por periodo prolongado com diagnostico ao
ecocardiograma de coartacdo grave da aorta, canal arterial pérvio, comunicacdo
interatrial e inUmeras comunicacdes interventriculares.

Com trés meses de idade apresentava peso de 3030 g (entre os percentis
3 e 15 para a idade), comprimento de 49 cm (entre os percentis 3 e 15 para a
idade) e perimetro cefalico de 36 cm (muito abaixo do percentil 3 para a idade), as
alteracdes faciais observadas foram: olhos pequenos, amendoados, labio superior
fino, micrognatia, microcefalia, presenca de dente neonatal e canal de ouvido
estreito.

As outras alteracbes apresentadas foram: atresia duodenal, apéndice a
esquerda, constipacdo, dificuldade de alimentacdo, déficit de crescimento,
hipertonia, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (ndo sustentava a

cabeca). alteracdo na regulacdo da temperatura corporal e infeccbes de vias
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aéreas inferiores frequentes. A tomografia computadorizada de cranio evidenciou
atrofia e displasia de cortical. Foi a ébito com quatro meses de idade, logo apds
receber alta da UTI para casa.

A mae desta paciente apresentou alteracdo no kit PO64 uma duplicagao

1p36 considerada como polimorfismo. O MLPA do pai foi normal

72

FIGURA 8 — Paciente com duplicacdo 15q11.2

Delecao ou duplicacdo na regido do cromossomo 15 resultam em fenétipos
variaveis que vao do normal ao afetado®, essa desordem apresenta sobreposicéo
com delecdes que causam a sindrome de Prader Willi/Angelman, nas quais o
transtorno de espectro autistico é frequentemente uma morbidade, outras
alteracdes encontradas sdo a disturbio da linguagem e transtorno de déficit de
atencao®> 2. Compativel com o relatado na literatura, este paciente apresentava
vérias alteracbes fenotipicas faciais, déficit de crescimento, grave retardo no

desenvolvimento psicomotor e defeito cardiaco.

5.3.3.2 Duplicacéo 20p12.2

Neonato de 19 dias de vida, sexo masculino (Figura 9), primeiro filho de
pais saudaveis, ndo consaguineos, com 20 e 24 anos, mae e pai respectivamente

e histdria negativa para cardiopatia na familia. Nasceu de parto cesareo, idade
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gestacional de 39 semanas, peso de 3800 g (percentii 75 para a idade),
comprimento de 52 cm (percentil 50 para a idade), perimetro cefélico de 34 cm
(percentil 25 para a idade) e Apgar 10. Internado em UTI com dez dias de vida
com sopro cardiaco e cianose, no ecocardiograma evidenciado dupla via de saida
de ventriculo direito, comunicacdo interatrial ampla, cémara ventricular
rudimentar, hipoplasia do arco aortico, canal arterial persistente e estenose
aortica.

Ao exame fisico detectado alteracbes faciais como achatamento
bitemporal, face alongada, hipertelorismo ocular, dorso nasal alargado, ponta
nasal achatada, narinas antevertidas e micrognatia, observado também pescoco
curto, dedos das maos e pés alongados.

N&o foram observadas outras alteracdes clinicas e os exames laboratoriais
evidenciaram calcio sérico dentro da normalidade. Permaneceu internado em UTI
e foi a 6bito aguardando transferéncia para realizar cirurgia cardiaca.

O MLPA dos pais resultou em normal.

Figura 9 — Paciente com duplicacéo 20p12.2

A duplicacdo do cromossomo 20 é um fenbmeno raro, poucos casos tem

sido descritos na literatura®

94,96

, usualmente aparece devido a um evento de
translocacéo
As caracteristicas clinicas encontradas associadas a dup 20p sdo uma

aparéncia facial que inclui a rosto redondo com bochechas proeminentes, cabelos
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lisos e grossos, fissura palpebral obligua para cima, hipertelorismo, epicanto,
estrabismo, nariz pequeno com narinas grandes, achatamento occipital,
anomalias dentarias, anomalias vertebrais, defeito cardiaco congénito, anomalias
renais, anomalias de dedos, retardo no desenvolvimento psicomotor, distarbios na
coordenac&o motora e na linguagem com padrédo de crescimento normal, *%’. O
paciente em questdo apresentava DVSVD e alteracOes faciais semelhantes ao

descrito na literatura.

5.3.3.3 Delegao 19p

Paciente do sexo masculino (Figura 10), segundo filho de pais saudaveis,
nao consaguineos, mae e pai com idades de 32 e 33 anos respectivamente, sem
relato de cardiopatia na familia. A mée ndo apresentou intercorréncias durante a
gestacao.

Nasceu de parto cesareo, 39 semanas de idade gestacional, pesando 3450
g (percentil 50 para a idade), medindo 49 cm (entre os percentis 25-50 para a
idade), perimetro cefalico de 33,5 cm (percentil 50 para a idade) Com dois meses
de vida foi detectado ao ecocardiograma tetralogia de Fallot.

Aos seis anos idade pesava 26500 g (entre os percentis 85 e 97 para a
idade), media 123 cm (no percentil 85 para a idade)

No exame fisico observado caracteristicas faciais dismorficas como dorso
nasal alargado, ponte nasal achatada, olhos amendoados e como alteracao
extracardiaca relatava asma. O desenvolvimento neuropsicomotor foi normal.

N&o foi possivel testar os pais deste individuo.
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Figura 10 — Paciente com delec&o 19p

Rearranjos estruturais do cromossomo 19 s&o raros e as alteragdes
descritas na literatura séo: dismorfismo facial, crescimento intrauterino restrito,
dificuldades de alimentacdo, malformacéo cardiaca, anomalias gastrointestinais,
malformacdes renais e urogenitais, déficit auditivo, problemas visuais, déficit
intelectual, dificuldade de aprendizado, retardo no desenvolvimento psicomotor
%99 O fenédtipo encontrado nos pacientes com microdelecdo do 19p é muito
variavel e dependente do tamanho da delecéo, observa se defeito cardiaco em
quase todos os pacientes e déficit intelectual esta presente em todos os pacientes

relatados, contudo o déficit pode se apresentar de gravidade variavel

99100101102 gimjlar com o descrito na literatura nosso paciente apresentava
alteracdes fenotipicas faciais discretas e defeito cardiaco, contudo discordante da
literatura o desenvolvimento neuropsicomotor foi normal e ndo apresentava déficit

intelectual.
5.3.3.4 Duplicacéo 15q

Paciente do sexo masculino (figura 11), filho Unico, mae e pai saudaveis,
com 36 e 26 anos respectivamente, ndo consaguineos, sem relato de cardiopatia
na familia. Nasceu de parto ceséareo, primeiro gemelar de uma gestacéo dizigotica

com trinta semanas de idade gestacional, pesando 1015 g (percentil 10 para a
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idade), medindo 38 cm (percentil 10 para a idade), o segundo gemelar foi a ébito
no periodo neonatal.

Aos 2 anos e 11 meses apresentava 0s seguintes dados antropomeétricos:
peso de 14000 g (entre os percentis 50 e 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).

Apresentava ao ecocardiograma Tetralogia de Fallot, ao exame fisico
foram detectadas caracteristicas faciais dismorficas: hipertelorismo ocular, dorso
nasal alargado, ponte nasal achatada, narinas antevertidas, filtro nasolabial longo
com os pilares apagados e microcefalia.

As alteracOes clinicas evidenciadas foram: déficit de crescimento e retardo
no desenvolvimento neuropsicomotor.

O MLPA dos pais para os kits P036/ PO70 se mostraram inconclusivos

“

Figura 11 — Paciente com duplicagéo 15q

Como relatado anteriormente, varios estudos tém demonstrado a relagcéo
da duplicacéo 15q com desordens do espectro autistico e disturbios psiquiatricos,
a variacdo no numero de copias nessa regido parece influenciar na funcéo
comportamental e neuroldgica nos individuos afetados %%, semelhante a
Burnside et al., que descreveram 49 individuos com dup 15q com déficit de
linguagem e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, Nnosso paciente também

apresentava déficit de linguagem e retardo no desenvolvimento neuropsicomotor.
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Ja as caracteristicas faciais mais frequentemente encontradas na dup 15q como
nariz pequeno e bulboso e filtro nasolabial longo'®, coincidem com as

caracteristicas fenotipicas deste paciente
5.3.3.5 Delegao 22q11.2

A paciente MCO039 (Figura 12), lactente do sexo feminino, primeira filha de
pais saudaveis, ndo consaguineos, com idades de 29 e 24 anos, mae e pai
respectivamente, sem relato de cardiopatia na familia. A mée durante a gestacao
apresentou diabetes gestacional com uso de insulina e a Unica alteracdo
observada na ultrassonografia gestacional foi polidramnio.

Nasceu de parto cesareo, 37 semanas de idade gestacional, pesando 2500
g (entre os percentis 10 e 25 para a 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 cardiaco, o ecocardiograma
evidenciou dupla via de saida de ventriculo direito, comunicacdo interatrial,
comunicacao interventricular ampla e estenose pulmonar discreta, internada em
UTI e realizada a primeira cirurgia cardiaca.

Aos cinco meses de idade pesava 4200 g (entre os percentis 15 e 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).

No exame fisico foi detectado 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 "Vv" invertido, micrognatia, l6bulo da orelha achatada, os dedos das maos
afilados e alongados e hérnia umbilical.

As alteragbes clinicas evidenciadas foram: dificuldade de alimentacéo,
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 ap6s cirurgia cardiaca com seis meses de idade.
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O paciente apresentava uma delecdo de 3,0 Mb, portanto delecéo tipica de
novo para a sindrome de DiGeorge pois o MLPA pelo kit P250 dos pais foi

normal.

Figura 12 — Paciente com deleg&o 22g11.2

O Unico paciente deste estudo com del 22g11 (MC039), era inicialmente
portador de cardiopatia conotruncal isolada, apés um exame fisico detalhado, foi
observado varias alteracfes fenotipicas que fazem parte de SD22ql1l. A maioria
dos trabalhos que tém como amostra uma populacdo de individuos com
cardiopatia conotruncal isolada, observa posteriormente em um exame clinico
mais detalhado presenca de alteracdes fenotipicas sutis ndo evidentes ao
primeiro exame .

Pacientes com cardiopatia conotruncal devem ser examinados para a
presenca de anormalidades ndo cardiacas, dos quais podem auxiliar na
identificacdo daqueles pacientes que sdo suscetiveis de ter uma dele¢do. Porém
caracteristicas ndo cardiacas sutis podem nao ser evidentes na infancia quando a
maioria dos pacientes sao diagnosticados com doenca cardiaca congénita.
Algumas caracteristicas classicas séo idade dependente enquanto que outras sao
mais subjetivas como a dismorfia facial °. Nesta paciente além da alteracéo
fenotipica, foi diagnosticado insuficiéncia velofaringea e aplasia de timo que séo
caracteristicas classicas da SD22q11.

A apresentacgéo clinica da sindrome da del 22g11 pode ser extremamente

variavel. Deteccdo precoce da delecdo € importante para o tratamento das
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anomalias e para a investigacdo de malformacfes associadas e prevencao dos
problemas neuropsicolégicos e imunodeficiéncia Na maioria dos casos a del
22911 ocorre de novo na familia, contudo herdar a microdelecdo dos pais pode
ocorrer em 6% a 28% e pais afetados podem apresentar um fendtipo leve. Por
esta razao, teste para del 22qll deve ser oferecido para todos os pais de
criancas afetadas com o propésito do aconselhamento genético ***%*. No paciente
deste estudo os pais também foram pesquisados e 0 MLPA de ambos resultou
em normal.

A paciente em questdo apresentava como defeito cardiaco a DVSVD, e foi
a Obito ap6s a segunda cirurgia. Defeito cardiaco congénito é uma das mais
frequentes manifestacdes da SD22ql1l, além disso é a maior causa de 6bito na
grande maioria dos pacientes com esta sindrome. A classica malformacao
cardiaca que ocorre em pacientes com delecdo 22g11 € do tipo conotruncal, dai a
importancia dos profissionais que trabalham com individuos com diagnéstico de
cardiopatia congénita estarem atentos ao diagndéstico, implicacfes terapéuticas e

progndéstico, bem como no aconselhamento genético dessas familias.
5.3.3.6 Duplicagao 22q11.2

Paciente do sexo masculino (figura 13), filho Gnico, méae solteira, saudavel,
35 anos, sem relato de cardiopatia na familia, ultrassonografia gestacional com
diagndstico de macrossomia, nasceu de parto cesareo, com 40 semanas e seis
dias de idade gestacional, pesando 4425 g (acima do percentil 90 para a idade),
considerado grande para a idade gestacional, medindo 50 cm (entre os percentis
10 e 25 para a idade), com perimetro cefélico de 37,5 cm (acima do percentil 97
para a idade) e Apgar 08 e 10.

Ao completar 42 horas de vida apresentou desconforto respiratério, foi
internado em UTI e o ecocardiograma detectou transposi¢cdo de grandes artérias,
comunicacado 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 e 90 para a idade), altura

142 cm (entre os percentis 50 e 85 para a idade) e perimetro cefalico de 52,5 cm.
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No exame fisico foi observado alteracGes fenotipicas sutis como base
nasal alargada, filtro nasolabial longo e labio superior fino, com diagnostico de
refluxo gastroesofagico e frequentes infeccdes de vias aéreas inferiores
(internado varias vezes com diagnostico de pneumonia), o desenvolvimento
neuropsicomotor foi normal, mas apresentava dificuldade de aprendizado.

Usando o kit de MLPA P250 foi identificada no paciente uma duplicacdo na
regido 22g11.2 pelas sondas SNAP29 e LZTR1.

A mae apresentava déficit intelectual.

7

Figura 13 - Paciente com duplicacdo22ql11.2

A duplicagdo do cromossomo 22 leva a um fenétipo semelhante a delecéo
22011.2, teoricamente eventos como delecao e duplicacdo nessa regiao deveriam
ocorrer em igual proporc¢éo, contudo duplicacdo do 22q11.2 é raramente relatada
105,106,107.

A duplicacéo da regido cromossomica DiGeorge (DGCR) leva a diferentes
entidades clinicas, a sindrome de duplicagdo 22911.2, que apresenta notavel
variabilidade no fenétipo, de aparentemente normais, com caracteristicas faciais
dismorficas e defeitos cardiacos a retardo mental grave '°. O probando deste
estudo apresentava caracteristicas fenotipicas faciais discretas, defeito cardiaco
tipo TGA e dificuldade de aprendizado. O fenotipo da microduplicacdo pode ser
muito diferente até mesmo dentro da mesma familia com exatamente a mesma
duplica(;éolm. A razdo para uma grande variacéo fenotipica é desconhecida, mas

tem sido especulado que podem estar envolvidos tanto fatores epigenéticos bem
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como a néo penetrancia™®. Transmissdo familiar é observada em torno de 70%
das familias examinadas e a duplicagdo é muitas vezes observada em pais

essencialmente normais®.

5.3.3.7 Duplicagao 8p23.2 e duplicagdo 10p12.31

A paciente do sexo feminino (Figura 14), proveniente de cidade do interior
do estado, com seis anos e dez meses de idade, filha Unica de pais separados,
sem histéria de consaguinidade ou cardiopatia na familia, mae saudavel, 23 anos,
com relato de ultrassonografia gestacional normal.

Nasceu de parto normal, com 40 semanas de idade gestacional, pesando
3150 g (percentil 25 para a idade), mae desconhece outros dados do nascimento
(altura, Apgar), com diagnostico de Tetralogia de Fallot, insuficiéncia tricaspide
leve e insuficiéncia pulmonar moderada foi submetida a cirurgia cardiaca com 4
anos de idade.

Atualmente com peso de 20,7 kg (entre os percentis 15 e 50 para a idade),
altura de 117 cm (entre os percentis 15 e 50 para a idade) e perimetro cefalico de
51 cm. Ao exame fisico foi evidenciado fronte ampla e dedos fusiformes, o
desenvolvimento neuropsicomotor foi normal e ndo manifestava outras alteragdes
clinicas.

O MLPA materno ndo apresentava alteracdes. Mée e filha tinham DNPM e

cognitivo normais.

Figura 14— Paciente com duplicacéo 8p23.2 e duplicagdo 10p12.31
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A duplicacdo 8p esta associada com marcada variacdo de fenétipo de
grave para nao afetado, as alteragdes relatadas séo: dismorfismo leve, retardo no
desenvolvimento, distlrbio da linguagem e do aprendizado, epilepsia, autismo e
defeito cardiaco %%,

O fendtipo do paciente com duplicacédo de diferentes segmentos do braco
curto do cromossomo 10 pode variar de acordo com a regido duplicada, o padréo
fenotipico consiste em grave retardo de crescimento e mental, anomalias
craniofaciais incluindo dolicocefalia, fechamento tardio de fontanelas
hipertelorismo e fissura palpebral obliqua, ponte nasal larga, pé torto e palato
arqueado, campodactilia, defeito cardiaco, anormalidades renais e letalidade
precoce 2. A paciente apresentava alteracdes fenotipicas faciais sutis, com
crescimento e desenvolvimento neurolégico normais.

As limitacdes deste estudo se devem ao pequeno numero amostral, que

permite considerar os resultados encontrados apenas para a populacao estudada.



6 CONSIDERACOES FINAIS
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Estudos recentes tém mostrado que variagdo no numero de coépias
ocorrem em uma significativa propor¢cao de pacientes com DCC. Em sindromes
envolvendo DCC como parte do espectro clinico, a malformacéo cardiaca é
frequentemente o primeiro sintoma a surgir 3630,

A primeira CNV extensivamente estudada foi a delecdo do 22gll na
DGS/VCFS, que engloba o gene TBX1. Outros exemplos de CNVs associados
com DCC sindrémicos incluem 7g11.23, englobando ELN (sindrome de Williams-
Beuren), 20p12 (sindrome de Alagille) e 12925 (sindrome de Holt-Oram). Uma
grande porcentagem de CNVs raros sdo também associados com DCC isolado
nao sindrémico como delecdo 8p23.1, engloba GATA4, e 1g21.1. O fendtipo
cardiaco associado com esses CNVs sdo altamente variaveis, ressaltando a
auséncia de uma forte correlacdo genotipo-fenétipo observada em outras
mutacdes de DCC 2.

Este trabalho é o primeiro estudo realizado no estado de Mato Grosso que
avalia a presenca de variacdo no numero de copias em pacientes portadores de
cardiopatia congénita ndo sindrébmica, estudos genéticos no nosso estado
ganham uma relevancia maior tendo em vista a escassez de dados e a falta de
estrutura laboratorial para a realizagdo de exames que ultrapassam a
complexidade da citogenética classica.

Dos 39 pacientes avaliados neste estudo por meio de citogenética classica,
todos apresentaram cariotipo normal e concordante com o sexo. O cariétipo foi
utilizado para afastar outras aberracbes cromossomicas.

No presente estudo detectamos CNVs em 7/39 casos: delegdo 22q11.2,
duplicacdo 22qg11.2, duplicagdo 15q11.2, duplicacdo 20p12.2, delecdo 19p,
duplicacdo 15q e duplicagéo 8p23.2 concomitante com duplicagdo 10p12.31.

Inicialmente sete pacientes pareciam ter apenas DCC, exame clinico e
avaliacdo fenotipica mais cuidadosa evidenciaram alteragcbes extracardiacas

possiveis de fazerem parte de uma sindrome.
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Nos sete casos que apresentaram CNVSs, seis tiveram os pais investigados,
nao sendo detectado alteracdo em nenhum dos pais, portanto nenhuma CNV
encontrada foi herdada.

A identificacdo de etiologia genética para o DCC € importante para
proporcionar aconselhamento genético para pais que planejam ter outros filhos, o
risco de recorréncia para muitos DCC é de 2 a 6%, o risco de recorréncia de DCC
aumenta significantemente quando os pais séo portadores de delecao/duplicacao
% esta informacdo adquire relevancia para realizar o aconselhamento genético
destes pais ou do paciente que ao atingir a idade adulta decide comecar uma
familia.

Nos altimos anos, dezenas de clinicamente relevante
microdelecbes e microduplicagcbes cromossomicas tém sido descritos em
seres humanos, frequentemente associada com deficiéncia mental, autismo e /ou
malformacbdes fisicas. Uma vez que estes pequenos arranjos gendmicos
sdo geralmente abaixo do limite de deteccdo de microscopia Optica
€ essencial utilizar procedimentos de diagnéstico molecular para
fornecer uma explicacdo para o0s sintomas e sinais observados e
fornecer prognosticos clinicos e genéticos para 0s pacientes e seus
familiares. Nos paises desenvolvidos, testes moleculares, particularmente CGH
array, tornaram-se o padrdo ouro para tal diagnostico laboratorial. No entanto,
estes testes sdo muito dispendiosos e dependem da disponibilidade de
equipamento caro e que tem de ser frequentemente atualizados. Como resultado
destes altos custos, 0s pacientes dos paises em desenvolvimento ndo tém acesso
a testes e ndo sao frequentemente diagnosticadas, com grande prejuizo para
suas familias™**,

O MLPA é uma técnica estabelecida para deteccdo de conhecidos CNVs.
O custo de MLPA é substancialmente menor que o CGH array e com relacdo ao
FISH, é mais rapido, facil e econémico, com um simples kit &€ capaz de realizar
pesquisa simultanea de multiplas anomalias. Com isso pode ser utilizado para
deteccdo de CNVs clinicamente relevantes em pacientes com DCC
aparentemente ndo sindromico ocasionando identificacdo precoce de pacientes

com desordens gendmicas 164647,
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Se o diagnostico do DCC ¢é realizado precocemente, isto é, intra Gtero,
melhor preparagéo 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 diagnéstico de cardiopatia fetal. Em um
estado que apresenta uma escassez de leitos de Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal para o tratamento destes recém nascidos e ndo dispbe de cirurgias
cardiacas de maior complexidade, estes pacientes provavelmente estdo indo a
Obito sem diagndstico e tratamento. Isto pdde ser evidenciado em nossa amostra,
onde todos os pacientes que estavam internados em UTI foram a Obito
aguardando transferéncia para um centro especializado para cirurgia cardiaca,
demonstrando a importancia do diagnostico precoce no impacto da
altamorbimortalidade desses individuos.

Ainda héa controvérsias na literatura sobre qual grupo de individuos deve
ser implantada a investigacao rotineira para CNVs. O que se pode observar de
consenso é gue uma avaliacdo fisica minuciosa a procura de sinais dismorficos,
principalmente em criancas portadoras de defeito cardiaco conotruncal podem
auxiliar na decisdo de realizar testes moleculares, os beneficios proporcionados
seriam aconselhamento genético adequado, avaliagdo e manejo dos problemas
de forma mais eficaz, ocasionando uma melhora na qualidade de vida do

individuo e da familia.
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e A técnica de MLPA utilizando os kits P064, P036, P0O70 e P250 detectou
CNVs em 7/39 pacientes (17,9%) com defeito cardiaco conotruncal.

e As CNVs encontradas foram: dois casos de delegcdo: del 22q11.2 e
delecdo 19p; cinco casos de duplicacdo: dup 22q11.2, dup 15g11.2, dup
20p12.2 , dup 15g e dup 8p23.2 com dup 10p12.31.

e A sindrome de delecdo 22g11.2 estava presente em apenas um paciente
(2,5%).

e As caracteristicas clinicas dos pacientes com CNVs foram compativeis com
o relatado na literatura associado com a microdelecao/microduplicacéo
encontrada.

e Nenhuma das CNVs encontradas foram herdadas de seus pais.

e O diagnostico precoce das CNVs em pacientes com DCC auxilia na
prevencdo de morbidade e diminuicdo da mortalidade nestes pacientes.
Uma avaliacdo clinica minuciosa em todo paciente com DCC é
imprescindivel para detectar outras anomalias congénitas associadas.

e A técnica de MLPA é util na investigacdo de rearranjos em cardiopatias

congeénitas conotruncais.
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8 ANEXOS

ANEXO A - Termo de Consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo clinica e citogenética-molecular em criangas

com diagndstico de malformacdo cardiaca conotruncal.
Pesquisadora: Carla Marques Rondon Campos

O Objetivo desta pesquisa é estudar individuos que apresentam defeitos cardiacos
congénitos, portadores de malformagao cardiaca conotruncal. O material coletado
incluira uma amostra de sangue do seu filho (12 mL) e sempre que possivel uma
amostra de sangue de cada um dos pais. Este procedimento consiste em colocar
uma agulha em cada veia do bracgo para a retirada de sangue, podendo causar um

pequeno desconforto no momento da pungéo.

Este estudo devera trazer beneficios para seu filho tais como: diagnéstico preciso,
aconselhamento genético a familia e até um melhor atendimento a ele, pois ajudara

a esclarecer os mecanismos que levam estas criancas a apresentarem problemas.

Vocé tem a liberdade de recusar participar deste estudo ou retirar seu
consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem nenhum

prejuizo no seu atendimento médico nesta instituigéo.

A sua identidade e do seu filho serdo mantidos em sigilo, os dados referentes a sua
pessoa serdo confidenciais e garantimos o sigilo de sua participagéo durante toda
pesquisa, inclusive na divulgacdo da mesma. Os dados serédo guardados em forma
numérica sem identificacdo por nome. Caso vocé permita seu filho sera fotografado
para avaliarmos alguma alteracdo do exame fisico, sendo que estas fotos poderéo
ser incluidas no trabalho e nas publicacdes de forma que nao sera possivel

reconhecer a pessoa pela fotografia (uso de faixa preta nos olhos).

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responséveis pela

pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.




A pesquisadora responsavel por este trabalho é Carla Marques Rondon Campos,
professora da Universidade Federal de Mato Grosso, que pode ser encontrada no
Hospital Universitario Julio Muller, Departamento de Pediatria, rua Luis Philippe

Pereira Leite, s/n - Alvorada - Cuiaba-MT - CEP: 78048-902, telefones: 65- 3615-

7320, celular 65- 99820033 e e-mail carlamcampos@uol.com.br

Em caso de dudvida vocé pode procurar o Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Universitario Julio Muller, na Universidade Federal de Mato Grosso, CCBS |,
localizado na Avenida Fernando Corréa da Costa, n° 2367, Bairro Boa Esperanca —
Cuiabd—MT, telefone(65)3615-8254 ou e-mail cephuim@cpd.ufmt.br

Considerando os dados acima, CONFIRMO que fui informado(a) esclarecido(a) por
escrito e verbalmente dos objetivos deste estudo e eu concordo em participar da
pesquisa.

Assinatura do paciente/ representante legal

RG Ne° DATA

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagédo neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo

DATA / /



mailto:carlamcampos@uol.com.br
mailto:cephujm@cpd.ufmt.br

ANEXO B — Folha de aprovacéo da pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo — CEP-
FMUSP

i i
MEDICINA

r"-cf'i
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CIENCIA

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em 29.07.11 tomou ciéncia do Projeto n®
323/11 intitulado “Avaliacdo clinica e citogenética molecular em criancas
com diagnéstico de malformacio cardiaca conotruncal.”, vinculado a p6s-
graduac¢do do Departamento de Pediatria, que ndo envolvera atividade prética e/ou
experimental no Ambito da Faculdade de Medicina ou Instituto do Céancer do
Estado de Sdo Paulo e que conta com prévia aprovacio do Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital Universitario Jilio Miiller, onde o projeto sera executado.

Pesquisador(a) Responsavel: Chong Ae Kim
Pesquisador(a) Executante : Carla Marques Rondon Campos

CEP-FMUSP, 29 de julho de 2011.

Prof. Dr.Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
cep.fmusp@hcnet.usp.br - 3061-8004




ANEXO C - Folha de aprovacéo da pesquisa pelo Comité de Etica do Hospital
Universitario Jalio Miller/UFMT

Ministério da Educagéo
FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
HOSPITAL UNIVERSITARIO JULIO MULLER

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Jilio Miiller

Registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa em 25/08/97

TERMO DE APROVACAOQ ETICA
DE PROJETO DE PESQUISA

REFERENCIA: Projeto de protocolo N° 957/CEP- HUJM/2010

“COM PENDENCIAS” D
APROVADO “ad referendum?” I:\
APROVAGAO FINAL
NAO APROVADO D

O projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagdo clinica e citogenética-molecular em
criancas com diagnéstico de malformacio cardiaca conotruncal,” encaminhada
pelo (a) pesquisador (a) Carla Marques Rondon Campos foi analisado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do HUJM, em reuniao realizada dia 13/10/2010 que concluiu pela
aprovagéo final, tendo em vista que atende a Resolugdo CNS 196/96 do Ministério da
Saude para pesquisa envolvendo seres humanos.

Cuiabd, 13 de Outubro de 2010.

) 5
A e - e
Profa. Dra. Shirley Ferreira Pereir.
Coordenadora do Confité de Etica em Pesquisa do HUJM

Hospital Universitério Julio Miiller
Avenida Fernando Corréa da Costa,N° 2367 Bairro Boa Esperanga - Cuiaba —MT, Brasil
CCBS I - 1° Piso — Universidade Federal de Mato Grosso

Fone: 65-3615-8254. e-mail: cephujm@cpd.ufmt.br

http://www.ufmt.br/cep_hujm




Anexo D - Ficha Clinica

Identificacé&o:

Nome :

Endereco:

Telefone:

Sexo: F () M () Raca: B( )N( )YA()I()
Instituicéo de origem: Ancestralidade presumida:

Data de Nascimento: Idade :

Nome da Mée: Idade:

Nome do Pai: Idade:

Antecedentes fisiologicos:

Pré Natal S( ) N{( ) Diagnéstico Pré Natal S( ) N( )
Idade Gestacional: Apgar:

Ao nascimento: Peso : Altura: PC:

Atual: Peso : Altura: PC:

Consagiiinidade () ()
Familiares afetados: () ()

se sim, quais:



Caracteristicas clinicas:

Alterac@es craniofaciais

Fenda palatina oculta ou nao
Obstrucao das vias aéreas na infancia
Face assimétrica ao choro na infancia
Face estruturalmente assimétrica

Face funcionalmente assimétrica

Face alongada

Face achatada

Perda de dentes congénita ( um ou varios)
Dentes pequenos

Hipoplasia da denti¢do primaria

Facies hipotdnica

Comissuras orais desviadas para baixo
Fissura labial

Microcefalia

Fossa craniana posterior pequena

Outras, Quais:

Alteracdes nos olhos
Vasos da retina tortuosos
Congestéo sub-orbital
Estrabismo

Fenda palpebral estreita
Catarata

Olhos pequenos

Outros, Quais:

e e T e N e T e T T e e e e T

e T T e N

N N N N N N N N N e N N N

~— N~ ~— ~—~ ~—~

e e e e e e e e e e e e e e

N N e e N N e e e N N N N N

~— N~ ~—~ ~—~ ~ ~



AlteracBes nos ouvidos

Hélice super espessada

Lébulos achatados

Orelhas protuberantes

Orelhas pequenas

Orelhas assimétricas

Otite Média frequente

Perda auditiva condutiva leve
Perda auditiva neuro sensorial leve
Canal do ouvido estreito

Outros, Quais:

Alteracfes nasais

Ponte nasal proeminente

Ponte nasal bulbosa

Passagem nasal estreita
Alteracdes cardiacas e vasculares
Defeito do septo ventricular

Defeito do septo atrial

Atresia ou estenose pulmonar
Tetralogia de Fallot

Aorta localizada a direita

Truncus arteriosus

Persisténcia do canal arterial

Arco adrtico interrompido tipo B
Coartacao da aorta

Anomalias da vélvula aértica
Artérias subclavia aberrantes

Anel vascular

Artéria carétida com origem andmala
Transposi¢cdo de grandes vasos
Atresia de tricspide

Outras, Quais:

Anomalias vasculares
Artéria carétida interna localizada internamente
Carétida interna tortuosa

Anomalias da veia jugular

N T T T T e e

e N T e e e T T T T T T T T T

~— N N N N

N N N N N N N e N N N N

e e e e e e e e e e e e e e

N~ N N N N N N N

N N N N e N e e e e N N N N N



Auséncia da artéria carétida interna

Auséncia da artéria vertebral
Fendmeno de Reynaud

Outras, Quais:

Outros, Quais:

Alteragdes neurolégicas

Cistos periventriculares

Cerebelo pequeno

Hipotonia generalizada

Ataxia cerebelar

Convulsdes

AVC

Espinha bifida/ mielomeningocele
Retardo mental leve

Outros, Quais:

Alteracdes em vias aéreas/faringe/laringe

Obstrucgédo de vias aéreas alta
Adendide ausente ou pequena
Laringomalacia

Asma

Outros, Quais:

N T T e T e e

~ A~~~
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Abdome/ intestino/ rim
Aplasia ou hipoplasia renal
Rins cisticos

Hérnia inguinal

Hérnia umbilical

Ma rotacéo intestinal
Diastase de reto

Outros, Quais:

Alteracdes de membros
Maos e pés pequenos
Dedos alongados

Unhas curtas
Contraturas

Polidactilia

Sindactilia

Outros, Quais:

Problemas nainfancia
Dificuldade de alimentag&o
Déficit de crescimento
Refluxo gastro-esofagico
Irritabilidade

Constipacéo crdnica

QOutros, Quais:

N~ N N~ ~— "

N~ N N~ '

N~ N N~ '

e e e e e

~— N~ N~ ~ ~ ~—~

N~ N~ "
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Genito-urinario
Hipospadia
Criptorquidismo

Refluxo vesico-ureteral
Distlrbio na linguagem
Voz anasalada
Insuficiéncia velofaringea
Voz aguda e fina

Outros, Quais:

Cognitivo, aprendizado
Dificuldade no aprendizado
Retardo mental leve

Transtorno de déficit de atencao

Outros, Quais:

~— N~ ~—



Miscelanea

Espontanea dessaturacdo de oxigénio sem apnéia

Trombocitopenia, doenca de Bernard-Soulier

Artrite reumatoéide juvenil

Alteracdo na regulacéo da temperatura corporal

Alteracdes psiquiatricas

Desordem afetiva bipolar

Doenca maniaco depressiva e psicose
Depresséao

Esquizofrenia

QOutros, Quais:

Alteracdo imunolégica

Infecgdo de vias aéreas superiores freqiiente
Infecg&o de vias aéreas inferiores frequiente
Populacdo de células T reduzida

Outros, Quais:

Alteracdo enddcrina
Hipocalcemia
Hipoparatireoidismo
Hipotireoidismo

Baixa estatura

Auséncia ou hipoplasia de timo

Outros, Quais:

Esqueleto/ Musculo/ ortopédico
Escoliose

Espinha bifida oculta
Hemi-vértebra

Vértebra em forma de borboleta
Vértebra fundida

Osteopenia

Deformidade escapular, anomalia de Sprengel
Dor crbnica nas pernas
ArticulagBes com hiperextensao
Costela supra-numeréaria

Qutros, Quais:

Pele/Tegumento
Cabelo abundante
Pele de aparéncia fina

Outros, Quais:

A~ AN AN~~~
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Sequéncias ou associacdes secundarias:

Sequéncia de Robin
Seqliéncia de DiGeorge
Seqliéncia de Potter
Sindrome de CHARGE
Holoprosencefalia

Heredograma:

A~ AN N~
N~ N~ N~ ~—

A~ AN AN~ ~
N~ N~ ~— ~—r



Anexo E - Resumo das fichas clinicas dos pacientes

Simbolos e Abreviaturas utilizados:

< menor que

> maior que

cm  centimetro

g grama

kg kilograma

p percentil

AVC acidente vascular cerebral

CIA  comunicacao interatrial

CIV  comunicacgéo interventricular

DCC defeito cardiaco congénito

DNPM desenvolvimento neuropsicomotor
G P A gestacéao,paridade,aborto

IVAI  infecc@o de vias aéreas inferiores
IVAS infeccdo de vias aéreas superiores
RDNPM retardo no desenvolvimento neuropsicomotor

MT Mato Grosso



Anexo E — Resumo das fichas clinicas dos pacientes

Caso MC 002

W.V.A., sexo masculino, 7 anos, natural e procedente de Caceres — MT, mae 25 anos,
pai 32 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIIIPIIV AO, pai presente a consulta
ndo sabe relatar dados de nascimento. Sem intercorréncias na gestacéo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 23,800 g (p 50-85) Estatura: 122 cm (p 50-85)
AlteracOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 004

N.F.S.N., sexo masculino, 9 anos, natural e procedente de Varzea Grande — MT, mae
32 anos, pai 32 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIIPIIIAO, refere um tio com
DCC néo sabe especificar que tipo. Nasceu a termo, gestacdo gemelar, com peso de
1235 g (p<3) e medindo 38 cm (p <3) o outro gémeo saudavel. Sem intercorréncias
na gestacao

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 35,000 g (p 85-97)

Alteracdes extracardiacas: Dificuldade do aprendizado, disturbio da fala
Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 005

G.S.F.O, sexo masculino, 4 anos, natural e procedente de Alta Floresta — MT, méae 22
anos, pai 28 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a termo, com
peso de 2380 g (p 10) e medindo 47 cm (p 25) . Sem intercorréncias na gestagao

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 17,000 g (p 50-85) Estatura: 99 cm (p 15)
AlteragOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 007

E.F.G.0, sexo masculino, 8 dias, natural e procedente de Cuiaba — MT, mae 16 anos,
pai 27 anos, saudaveis, nao consaguineos, méae GIIPIIAO. Nasceu a termo, com peso
de 2962 g (p 25) e medindo 46 cm (p < 3). Sem intercorréncias na gestacdo. Estava
na internado na enfermaria, ficou grave foi transferido para UTI Neonatal e foi a ébito
aguardando transferéncia para um centro especializado em cirurgia cardiaca

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 2850 g (p 15) Comprimento: 46 cm (p <3) PC: 32cm (< 3)
Alteracdes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Transposicdo de grandes artérias

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 008

A.K.S.R, sexo feminino, 6 anos, natural e procedente de Cuiaba — MT, mée 42 anos,
pai 65 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPI AO. Nasceu a termo, com peso
de 2460 g (p 10-25) e medindo 50 cm (p 50 ). Sem intercorréncias na gestagéo

DNPM: Normal
Exame Fisico:
Peso: 14,500 g (p <3) Estatura: 110 cm (p 15)

AlteragOes extracardiacas: Onfalocele, AVC, convulsdo, paralisia facial, IVAI frequente,
déficit de crescimento

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 009

G.S.S., sexo masculino, 3 anos, natural e procedente de Alta Floresta — MT, mae 27
anos, pai 29 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mée GIIPIIAO. Nasceu a termo, com
peso de 3450 g (p 50) e medindo 52 cm (p 75-90). Sem intercorréncias na gestacéo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 16,000 g (p 50-85) Estatura: 94 cm (p 15-50)
AlteracOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Coartacdo da aorta

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 010

C.E.C.M., sexo masculino, 8 anos, natural e procedente de Cuiabd — MT, mée 33
anos, pai 32 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIIIPIIIAO. Nasceu a termo,
com peso de 3540 g (p 50-75) e medindo 51 cm (p 50-75). Sem intercorréncias na
gestacédo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 34,000 g (p 85-97) Estatura: 137 cm (p 97)

AlteragOes extracardiacas: convulsdo, dificuldade de aprendizado, miopia
Ecocardiograma: Transposicéo de grandes artérias

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 012

T.L.C.G, sexo feminino, 12 anos, natural e procedente de Varzea Grande — MT, mae
36 anos, saudavel, nega consaguinidade, mae GIVPIVAO. Nasceu pré termo, 32
semanas de idade gestacional, com peso de 1930 g (p 50).

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 42,350 g (p 50-85) Estatura: 155 cm (p 50-85)
AlteracOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Transposicdo de grandes artérias

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 013

G.S.S., sexo masculino, 15 anos, natural e procedente de Varzea Grande — MT, mae
45 anos, pai 44 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIIPIIAO, Nasceu a termo,
com peso de 3000 g (p 25-10) e medindo 47 cm (p 3-10). Sem intercorréncias na
gestacédo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 59,500 g (p 85-97) Estatura: 165 cm (p 15-50)
Alteracdes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 014

S.J.S., sexo feminino, 19 anos, natural e procedente de Poconé — MT, mae 36 anos,
pai 42 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIVPIVAO. Nasceu a termo, com
peso de 3200 g (p 50). Sem intercorréncias na gestacéo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 55,900 g (p 50-85) Estatura: 162 cm (p 15-50)
AlteragOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 016

B.V.P.S.S., sexo masculino, 2 anos, natural e procedente de Varzea Grande — MT,
mée 19 anos, pai 21 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a
termo, com peso de 3285 g (p 50) e medindo 48 cm (p 25). Sem intercorréncias na
gestacédo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 11,600 g (p 15-50) Estatura: 88 cm (p 15-50)
Alteracdes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Transposicéo de grandes artérias, CIA e CIV

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 017

M.D.S., sexo masculino, 7 anos, natural e procedente de Guiratinga — MT, mae 31
anos, pai 40 anos, saudaveis, refere consaguinidade, os pais sao primos, mae
GIIPIIAO. Nasceu a termo, com peso de 3350 g (p 50) e medindo 52 cm (p 75). Sem
intercorréncias na gestacéo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 20,000 g (p 15) Estatura: 119 cm (p 15-50)
Alteracdes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 018

G.S.0., sexo masculino, 3 anos, natural e procedente de Rondonépolis — MT, mée 43
anos, pai 55 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu pré termo,
idade gestacional de 35 semanas com peso de 2770 g (p 75) e medindo 47 cm (p 50).

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 15,200 g (p 50-85) Estatura: 101 cm (p 50-85)
AlteragOes extracardiacas: Estenose subglotica, criptorquidismo
Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 019

K.T.S., sexo feminino, 1 ano 5 meses, natural e procedente de Varzea Grande — MT,
mae 26 anos, pai 30 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a
termo, com peso de 2995 g (p 25-50) e medindo 50 cm (p 50-75). Sem intercorréncias
na gestacao

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 8905 g (p 15) Comprimento: 76 cm (p 3-15)
Alteracdes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 020

J.C.R.P, sexo masculino, 1 més, natural e procedente de Matupa — MT, mae 27 anos,
pai 38 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mée GIPIAO. Nasceu a termo, com peso
de 3250 g (p 50) e medindo 47 cm (p 10) . Sem intercorréncias na gestacao. Relato
de dois primos do lado paterno com defeito cardiaco congénito. Obito enquanto
aguardava transferéncia para um centro especializado em cirurgia cardiaca

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 3800 g (p 15) Comprimento: 49 cm (p <3)

Alteracdes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Transposicéo de grandes artérias, CIV e canal arterial pequeno

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 021

B.V.P.R., sexo feminino, 5 anos, natural e procedente de Varzea Grande — MT, mae
32 anos, pai 30 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a termo,
com peso de 3300 g (p 50-75). Sem intercorréncias na gestagao.

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 20,000 g (p 50-85) Estatura: 123 cm (p 97)
AlteragOes extracardiacas: estrabismo
Ecocardiograma: Transposicdo de grandes artérias

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 022

T.F.C.G., sexo feminiino, 10 anos, natural e procedente de Cuiaba — MT, mée 34 anos,
pai 34 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIIIPIl AO. Nasceu a termo, com
peso de 2950 g (p 50) e medindo 47 cm (p 25) . Sem intercorréncias na gestagéo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 34,000 g (p 50-85) Estatura: 138 cm (p 50)
AlteragOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 023

G.A.V., sexo feminino, 15 anos, natural e procedente de Cuiaba — MT, méae 45 anos,
pai 50 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIIPIIAO. Nasceu a termo, com peso
de 3450 g (p 50) e medindo 47,5 cm (p 25). Sem intercorréncias na gestacao

DNPM: Normal
Exame Fisico:
Peso: 40,000 g (p 50-85) Estatura: 152 cm (p 3-15)

AlteragOes extracardiacas: perda auditiva condutiva leve, déficit de crescimento, IVAI
frequente

Ecocardiograma: Dupla via de saida de VD, valvula atrioventricular Unica,
dextrocardia, isomerismo esquerdo

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 024

R.0.B., sexo feminino, 9 anos, natural e procedente de Varzea Grande — MT, mae 33
anos, pai 40 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a termo, com
peso de 2700 g (p 10-25) e medindo 47 cm (p 10-25) . Sem intercorréncias na
gestacédo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Pes0:19,000 g (p 15) Estatura: 124 cm (p 3-15)
Alteracdes extracardiacas: RGE

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 025

J.S.B., sexo feminino, 3 meses, natural e procedente de Nova Canad — MT, mae 32
anos, pai 42 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mde GVPVAO. Nasceu a termo,
com peso de 2170 g (p < 3) e medindo 42 cm (p < 3). Sem intercorréncias na
gestacdo. Relato de um irmé&o que nasceu com anencefalia.

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 47759 (p 3) Comprimento: 57 cm (p 3-15) PC: 38,5cm (p 15)
Alteracdes extracardiacas: Fissura labial e palatal

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 026

C.D.A.B., sexo masculino, 28 dias, natural e procedente de Cotriguacu — MT, mae 39
anos, pai 22 anos, saudaveis, ndo consaguineos, méde GIPIAO. Nasceu a termo, com
peso de 2245 g (p < 3) e medindo 42 cm (p < 3). Sem intercorréncias na gestacao.
Obito.

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 2700 g (p < 3) Comprimento: 47,5cm (p<3) PC: 35cm (p 3-15)
Alteracdes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 027

J.C.T., sexo masculino, 9 meses, natural e procedente de Cotriguacu — MT, mée 17
anos, pai 19 anos, saudaveis, nao consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a termo, com
peso de 2730 g (p 25) e medindo 47 cm (p 10). Sem intercorréncias na gestagéo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 7300 g (p 3) Comprimento: 64 cm (p < 3)

AlteragOes extracardiacas: IVAS frequente, dificuldade de alimentacéo
Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 028

V.P.M.J., sexo masculino, 16 anos, natural e procedente de Rondondépolis — MT, méae
44 anos, pai 54 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIIIPIIIAO. Nasceu a termo,
com peso de 3950 g (p 90) e medindo 52 cm (p 75). Sem intercorréncias na gestacao

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 64,000 g (p 85-97) Estatura: 175 cm (p 50)
AlteragOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 029

G.M.S.R., sexo masculino, 6 anos, natural e procedente de Cuiaba — MT, mae 37anos,
pai 47 anos, saudaveis, ndo consaguineos, méae GIIPIl AO. Nasceu a termo, com peso
de 3900 g (p 90) e medindo 52 cm (p 75) . Sem intercorréncias na gestacao

DNPM: atrasado
Exame Fisico:
Peso: 43,000 g (p >97) Estatura: 129 cm (p 97)

AlteragBes extracardiacas: Autismo, epilepsia, dismorfimo facial (ponte nasal bulbosa,
labio superior fino, face alongada)

Ecocardiograma: Trasposi¢éo de grandes artérias

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 031

P

A.O.C, sexo feminino, 4 anos, natural e procedente de Varzea Grande — MT, mae 30
anos, pai 32 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mée GIIPIIAO. Nasceu a termo,
com peso de 3200 g (p 50) e medindo 48 cm (p 25-50). Sem intercorréncias na
gestacédo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 13,015 g (p 3-15) Estatura: 97 cm (p 3-15) PC: 51 cm (p50-85)
AlteracOes extracardiacas: AVC, IVAS frequiente, déficit de crescimento, vitiligo
Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 032

M.E.B.S, sexo feminino, 10 meses, natural e procedente de Jangada — MT, mae 26
anos, pai 26 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a termo, com
peso de 2972 g (p 25-50) e medindo 47 cm (p 10). Sem intercorréncias na gestacao

DNPM: Normal
Exame Fisico:
Peso: 6500 g (p <3) Comprimento: 62 cm (p <3) PC: 45 cm (p 50-85)

Alteragfes extracardiacas: fronte ampla, hipertelorismo ocular, facies hipotonica,
bochechas proeminentes, implantacdo baixa da orelha, estrabismo

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 033

L.V.B.S., sexo masculino, 10 anos, natural e procedente de Sinop — MT, mée 32 anos,
pai 32 anos, saudaveis, ndo consaguineos, méae GIIPIl AO. Nasceu a termo, com peso
de 3100 g (p 25-50) e medindo 48 cm (p 25-50). Sem intercorréncias na gestacao

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 23,200 g (p 3) Estatura: 131 cm (p 15)
AlteragOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 034

K.E.O.M, sexo masculino, 9 anos, natural e procedente de Pontes de Lacerda — MT,
mé&e 27 anos, pai 26 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIIIPIIIAO. Nasceu a
termo, com peso de 2800 g (p 25) e medindo 42 cm (p < 3). Sem intercorréncias na
gestacédo

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 33,500 g (p 85-97) Estatura: 136 cm (p 50-85)

AlteracOes extracardiacas: IVAS freqliente, asma, hipocalcemia no periodo neonatal
Ecocardiograma: Tetralogia de Fallot

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 035

T.J.C., sexo masculino, 2 dias, natural e procedente de Cuiaba — MT ,méae 28 anos,
pai 44 anos, saudaveis, ndo consaguineos, méae GIIIPIIIAO. Nasceu a termo, com
peso de 3620 g (p 50) e medindo 50 cm (p 50). Sem intercorréncias na gestacao.
Obito enquanto aguardava transferéncia para um centro especializado em cirurgia
cardiaca

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 3620 g (p 50-85) Comprimento: 50 cm (p 15-50) PC: 36 cm (p 85)
AlteracOes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Transposicdo de grandes artérias

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 036

“‘

B

J.V.F.B., sexo masculino, 19 dias, natural e procedente de Sao José do Rio Claro —
MT, mae 23 anos, pai 28 anos, saudaveis, nao consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a
termo, com peso de 2700 g (p 25-50) e medindo 48 cm (p 25-50). Sem intercorréncias
na gestac&o. Obito enquanto aguardava transferéncia para um centro especializado
em cirurgia cardiaca

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 2600 g (p < 3) Comprimento: 48 cm (p < 3) PC: 35cm (p 3-15)
Alteracdes extracardiacas: Ausente

Ecocardiograma: Atresia pulmonar com defeito do septo ventricular

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 037

L.V.M., sexo masculino, 12 anos, natural e procedente de Nova Mutum — MT, méae 33
anos, pai 39 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mae GIPIAO. Nasceu a termo, com
peso de 4100 g (p 25-50) e medindo 54 cm (p 90-97). Sem intercorréncias na
gestacédo

DNPM: Normal
Exame Fisico:
Peso: 45,000 g (p 85-97) Estatura:166 cm (p >97)

AlteracOes extracardiacas: Daltonismo, miopia, astigmatismo, convulsédo, asma, IVAS
e IVAI freqiente.

Ecocardiograma: Coartacdo da aorta

MLPA: sem alteracdes



Caso MC 038

M.C.A.F., sexo masculino, 1 ano e 2 meses, natural e procedente de Cuiaba — MT,
mée 24 anos, pai 26 anos, saudaveis, ndo consaguineos, mée GIIPIIAO. Nasceu a
termo, com peso de 3545 g (p 75-90) e medindo 49,5 cm (p 50). Sem intercorréncias
na gestacao

DNPM: Normal

Exame Fisico:

Peso: 9040 g (p 15-50) Comprimento: 74 cm (p 3-15) PC: 47 cm (p 50-85)
AlteracOes extracardiacas: Asma, RGE

Ecocardiograma: Coartacdo da aorta

MLPA: sem alteracdes



