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(22q11.2 DS).

Methods: 78 patients negative for the 22q11.2 deletion, previously screened by fluorescence
in situ hybridization (FISH) and/or multiplex ligation probe amplification (MLPA) were tested by
chromosomal microarray analysis (CMA).

Results: Clinically significant copy number variations (CNVs >300kb) were identified in 10%
(8/78) of cases. In addition, potentially relevant CNVs were detected in two cases (993 kb
duplication in 15g21.1 and 706 kb duplication in 2p22.3). Genes inside the CNV regions found
in this study, such as IRX4, BMPR1A, SORBS2, ID2, ROCK2, E2F6, GATA4, SOX7, SEMAD6D, FBN1,
and LTPB1 are known to participate in cardiac development and could be candidate genes for
CHD.

Conclusion: These data showed that patients presenting CHD with extra cardiac anomalies and
exclusion of 22q11.2 DS should be investigated by CMA. The present study emphasizes the
possible role of CNVs in CHD.
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Desequilibrios genémicos na cardiopatia congénita sindromica

Resumo

Objetivo: Identificar desequilibrios gendmicos patogénicos em pacientes que apresentam cardi-
opatias congénitas (CC) e anomalias extracardiacas e exclusao da sindrome de delecao 22q11.2
(SD22q11.2).

Métodos: Foram avaliados por microarray cromossomico (CMA) 78 pacientes negativos para a
delecdo 22q11.2, previamente testados por hibridacdo in situ com fluorescéncia (FISH) e/ou
amplificacdo de maltiplas sondas dependentes de ligacao (MLPA).

Resultados: Foram identificadas variacoes do nimero de copias de DNA (CNVs) clinicamente
significativas (> 300kb) em 10% (8/78) dos casos, além de CNVs potencialmente relevantes
em dois casos (duplicacao de 993 kb em 15g21.1 e duplicacdo de 706 kb em 2p22.3). Genes
envolvidos como IRX4, BMPR1A, SORBS2, D2, ROCK2, E2F6, GATA4, SOX7, SEMAD6D, FBN1 e
LTPB1 sao conhecidos por atuar no desenvolvimento cardiaco e podem ser genes candidatos a
CC.

Conclusé@o: Esses dados mostram que pacientes que apresentam CC, com anomalias extracar-
diacas e exclusao da SD22q11.2, devem ser investigados por CMA. Ainda, este estudo enfatiza
a possivel funcao das CNVs nas CC.

© 2017 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo
Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.

0/).

Introducao

A cardiopatia congénita (CC) é uma malformacdo comum
que afeta aproximadamente seis de 1.000 nascidos vivos.
Ela ocorre isoladamente ou em anomalias congénitas mul-
tiplas, dentre as quais a sindrome de delecao 22q11.2 é a
mais comum.’ A CC é a manifestacdo mais critica e principal
fator de morbimortalidade na sindrome de delecao 22q11.2
(22q11.2DS), afeta entre 74% e 80% dos pacientes. Dentre
diversas CCs relatadas, os defeitos conotruncais e/ou do
arco aortico sdo os mais prevalentes.” A causa da hetero-
geneidade fenotipica cardiaca nao é conhecida, porém nao
ha provas de correlagdao com sexo, raca, tamanho da delecao
22q11.2 ou origem parental da delecéo.?

Recomenda-se que todos os recém-nascidos ou criancas
que apresentem CC e dismorfismo ou outras anomalias con-
génitas sejam examinadas para delecdo 22q11.2.* Além
disso, desequilibrios genémicos de outras regides cromos-
somicas, inclusive 10p12-p15, 4q21-q35, 8p21-p23, 17p13 e
1821, podem ser encontrados em pacientes com suspeita
clinica de 22q11.2DS e sem delecao 22q11.2.°

Atualmente, a aplicacao da analise cromossomica por
microarray (CMA) no diagnostico clinico possibilita a
identificacao de desequilibrios genémicos submicroscopicos
indetectaveis, traz novas informagdes sobre a génese dos
defeitos congénitos. Investigamos um grupo de individuos
que apresentam CC com anomalias extracardiacas e exclu-
sdo da 22q11.2DS para identificar desequilibrios genémicos
patogénicos.

Pacientes e métodos

Pacientes

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Campi-
nas aprovou este estudo (niumeros 487/2009 e 433/2010).
Todos os participantes ou seus responsaveis assinaram o

consentimento informado por escrito. A avaliacao incluiu
um protocolo padronizado como parte de um estudo multi-
céntrico do Projeto Cranio-Face Brasil e todos os individuos
foram consultados por um geneticista.

Inicialmente, 108 pacientes que apresentam CC com ano-
malias extracardiacas e suspeita clinica de 22q11.2 foram
examinado por hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)
e/ou amplificacdo de multiplas sondas dependentes de
ligacao (MLPA). Apenas 78 pacientes (43 homens e 35 mulhe-
res) sem 22q11.2 foram incluidos no presente estudo.

Dentre as CCs nessa coorte, foi observada tetralogia de
Fallot (ToF) em 40%, defeito do septo ventricular (DSV) em
22% e defeito do septo atrial (DAS) em 8% dos casos. Em
9% dos casos foram observados dois desses trés defeitos.
O restante dos 21% dos casos apresentou outros defei-
tos cardiacos como truncus arteriosus (TA), valvula adrtica
bicUspide (VAB) e persisténcia do canal arterial (PCA), den-
tre outros.

As principais caracteristicas clinicas encontradas nes-
ses pacientes, além de CC, foram: dismorfismos faciais -
96% (75/78), alteracbes neurocognitivas e comportamen-
tais - 65% (51/78), alteracoes esqueléticas - 58% (45/78),
alteracbes palatinas - 43% (34/78), alteracdes imunologi-
cas - 41% (32/78), atraso no crescimento e/ou alteracoes
na alimentacao - 32% (25/78), anomalias gastrointestinais
- 23% (18/78), perda de audicao - 10% (8/78), anomalias no
trato urinario - 10% (8/78), alteracdes visuais - 9% (7/78) e
alteracoes neurologicas - 5% (4/78).

Métodos

As analises cromossémicas por microarray foram feitas em
todos os 78 pacientes. Os pais dos pacientes nao foram tes-
tados. Para cada amostra, 250ng de DNA gendmico foram
marcados e hibridados no chip CytoScan HD (Affymetrix®,
EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Os parametros de controle de qualidade foram avaliados
com o pacote de software de sistema de genotipagem
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Figura 1

Fluxograma com a populacao de pacientes e técnicas aplicadas.FISH, fluorescence in situ hybridization; MLPA, multi-

plexligation probe amplification; CMA, chromosomal microarray; CNVs, copy number variations; ChAS, chromosome analysis suite;
DGV,database of genomic variants; DECIPHER, database of chromosomal imbalance and phenotype in humans using ensemble

resources;OMIM, Online Mendelian Inheritance In Man.

Affymetrix®. Os dados de array foram analisados com o soft-
ware de analise cromossomica (ChAS Affymetrix®). Foram
aplicados filtros de 25 marcadores genéticos para delecao e
50 para duplicacdes, conforme recomendado pelo fabri-
cante, e também foi aplicado um comprimento minimo do
segmento de 300kb para duplicacdes e delecoes (definido
como amplas variagdes no nimero de cdpias (CNVs). Essas
CNVs foram confirmadas com o software Nexus Copy Number
(BioDiscovery®, EUA). As CNVs foram ainda comparadas com
um conjunto de dados de CNVs para controle interno, inclu-
sive 105 controles da populacao geral brasileira designada
com o Cytoscan HD (Affymetrix®). Apenas os desequili-
brios gendmicos encontrados em todas as abordagens foram
selecionados para investigacao mais detalhada, com as
seguintes bases de dados: Database of Genomic Variants
(DGV),° Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype
in Humans (DECIPHER)” e Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM).2 As CNVs consideradas relevantes foram

transferidas para confirmacdao por outra plataforma de
microarray. Essa confirmacao foi feita para 18 pacien-
tes, com o microarray de genoma humano G3 SurePrint
8 x 60Kda Agilent (Agilent Technologies®, EUA). O DNA
extraido dos pacientes e os controles de referéncia
(Promega®, EUA) foram medidos para concentracéo e pureza
com o espectrofotdmetro Qubit® (Life Technologies®, EUA).
A quantidade de 500ng de DNA do paciente e um DNA
de referéncia com correspondéncia sexual foi processada
para rotulagem e hibridizacao de acordo com o protocolo
do fabricante (hibridizacdao genémica comparativa (CGH) -
array de oligonucleotideos da Agilent para analise do DNA
gendmico - protocolo de rotulagem enzimatica v7.3). Os sli-
des foram digitalizados em um scanner dual-laser G4900DA
(Agilent Technologies®, EUA) e as imagens foram extraidas
e analisadas com o software de extracao de recursos Agi-
lent (v.11.5.1.1). Os dados de array foram analisados com o
software de citogenética (v.3.0.1.1). Um fluxograma com a
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populacao de pacientes estudada encontra-se resumido na
figura 1.

Resultados

Foram detectadas 67 CNVs > 300kb, 33 delecbes e
34 duplicacoes. As CNVs com menos de 100% de sobreposicao
de casos na DECIPHER e as CNVs com mais de quatro ocor-
réncias na DGV (sobreposicao de mais de 50%) nao foram
consideradas potencialmente relevantes.

Dentre as 67 CNVs > 300kb, 25 abrangem genes,
11 delecoes e 14 duplicacoes; 18 CNVs foram confirmadas
por outra plataforma de microarray e duas foram anterior-
mente detectadas pelas técnicas de FISH e/ou MLPA (tabela
1). As sindromes de anomalias congénitas multiplas ja foram
relatadas na literatura e envolvem oito dessas CNVs: sin-
drome de delecao 16p11.2 OMIM 611913 (caso 8), sindrome
de delecdao 17q12 OMIM 614527 (caso 26), sindrome de
delecao 5p OMIM 123450 (caso 29), sindrome de duplicacao
3q (caso 40), sindrome de delecdo 10q22-q23 OMIM 612242
(caso 71), sindrome de delecdo 4q (caso 72), sindrome de
delecdo 8p23.1 (caso 77) e sindrome de delecao 22q13.33
OMIM 606232 (caso 78). Esses pacientes apresentaram carac-
teristicas clinicas que sobrepuseram 22q11.2DS (tabela 2).

Portanto, as CNVs patogénicas foram detectadas em oito
dos 78 pacientes (10%), com tamanhos de 611 Kb a 17,4 Mb.
Os genes que reconhecidamente participam do desenvolvi-
mento cardiaco e que sao candidatos a CC sao relatados
na tabela 3. Além disso, foram identificadas duas CNVs
potencialmente relevantes que abrangem genes cardiacos
(duplicacao de 993kb em 15921.1 e duplicacao de 706 kb
em 2p22.3).

Discussao

Elucidar a contribuicdo genética de doencas complexas é
dificil devido ao grande nimero, a baixa frequéncia e ao
efeito variavel do local de predisposicao. As CNVs gendmicas
foram estabelecidas como uma importante fonte de variacao
genética humana inerente a varias sindromes de anomalias
congénitas multiplas, inclusive a 22q11.2DS. Para determi-
nar se a CNV contribui ou nao para um fenétipo depende de
diversos fatores, inclusive do modo de herancga, do contetdo
genético, do nimero de cdpias (perda ou ganho), da plata-
forma de array usada e se ela foi encontrada em grupos de
controle da populacao geral.” Em geral, CNVs mais amplas
tém um maior potencial de patogenia, pois € mais possivel o
envolvimento de um gene sensivel a dosagem e/ou que um
maior nimero de genes esteja incluido no desequilibrio, o
que resulta em um fendtipo anormal. '

A classificacao de uma variacao no nimero de copias CNV
nao relatada anteriormente, e que nao inclui um gene de
doenca anteriormente conhecida, pode variar entre diferen-
tes populacdes.'® Portanto, nossa analise das CNVs foi feita
com foco no diagnostico e de acordo com trés abordagens
analiticas, pois ainda ndo ha uma base de dados de con-
trole populacional brasileira disponivel. Consideramos um
tamanho minimo de 300kb (definido como CNVs amplas),
o numero recomendado de marcadores genéticos e apenas
CNVs identificadas por todas as trés abordagens selecionadas
para pesquisa e confirmacao.

CNVs patogénicas foram detectadas em oito dos 78 paci-
entes (10%) e os genes envolvidos, como IRX4, BMPR1A,
SORBS2, ID2, ROCK2, E2F6, GATA4 e SOX7, sao conhecidos
por atuar no desenvolvimento cardiaco e seriam candidatos
a CC.11_18

O caso 8 mostrou uma delecaio de 611kb com
sobreposicao a regiao critica da sindrome de delecao
16p11.2. Os pacientes com essa sindrome normalmente
apresentam atraso no desenvolvimento, deficiéncia inte-
lectual, caracteristicas de transtornos do espectro autista,
convulsées (epilepsia) e obesidade,' ndo apresentados por
nossos pacientes. Menos frequentemente, foram observados
CC, dismorfismos faciais menores e atraso na fala,'® em con-
cordancia com nosso paciente. Nosso paciente apresentou
ToF e arco aértico interrompido. Essa regidao excluida nao
aloca genes candidatos a CC, até o momento.

O caso 26 mostrou uma delecao de 1,8kb com
sobreposicao a regiao critica da sindrome de delecéo 17q12.
As delecoes dessa regiao, inclusive o gene HNF18, foram
encontradas em pacientes com diabete tipo MODY 5 (MODY5)
e em pacientes com doenca renal cistica, dilatacdes renais,
atrofia pancreatica e anormalidades hepaticas,?° ndo apre-
sentadas por nosso paciente. Recentemente, deficiéncia
intelectual, atraso na fala e dismorfismos faciais foram asso-
ciados a delecdo,’' compativel com nosso paciente, porém
CC nao foi mencionada. Nosso paciente apresentou VAB. Nao
houve relato de genes candidatos a CC até o momento.

O caso 29 apresentou delecao de 17,4 Mb em 5p15.1-
p15.33, abrangeu a sindrome de delecao 5p (sindrome de
Cri Du Chat). Os neonatos com essa condicao normalmente
apresentam grudo agudo que soa como o de um gato, micro-
cefalia, baixo peso ao nascer e hipotonia,?” nao relatados
pelos pais dos pacientes (avaliado por um ano). Os indivi-
duos afetados também apresentam deficiéncia intelectual
e atraso no desenvolvimento, caracteristicas faciais distin-
tivas, inclusive hipertelorismo, orelhas baixas, mandibula
pequena e CC,?? observados em nosso paciente. A baixa
resolucdo do cariétipo anterior [46,XY] prejudicou o diag-
nostico desse paciente, que foi aprimorado com hibridacao
genomica em arrays (aGH). Nosso paciente apresenta PCA. A
regido excluida aloca um gene com fator de transcricao car-
diaco, o IRX4, nas quais as mutacdes estavam relacionadas
acCc."

O caso 40 apresentou duplicacdao de 2 Mb em 3q26.2,
nao abrangeu a regiao critica da sindrome de duplicacédo 3q
(definida como 3g26.31-q27.3). Recentemente, casos com
duplicacdes parciais 3q que envolvem a regiao de nossa CNV
foram relatados e associados a essa sindrome.?*> O fenétipo
normalmente envolve CC, anomalias cerebrais, microcefalia
e dismorfismos faciais atipicos compativeis com nosso paci-
ente. Nosso paciente apresentou ToF, DAS, atresia pulmonar
e persisténcia da veia cava superior esquerda. Nao houve
relato de genes candidatos a CC nessa regiao duplicada até
o0 momento.

0 caso 71 mostrou uma delecao de 7,8 Mb em 10q22.3-
g23.2 e essa regiao foi recentemente associada a uma nova
sindrome caracterizada por comprometimento comporta-
mental e do desenvolvimento neurologico, inclusive atraso
cognitivo, autismo, hiperatividade e doenca psiquiatrica.*
Nosso paciente apresentou apenas atraso no desenvolvi-
mento. Além disso, dismorfismos faciais leves e CC foram
observados de forma menos frequente na sindrome de



Tabela 1

Tipo de CC e CNVs > 300 kb observado na coorte

ID Tipo de CNV Local Numero Inicio (bp) Final (bp) Tamanho Genes RefSeq DGV DECIPHER Validado
cc de copias (kb) por aCGH
2 DAS del 12p12.1- 1 20.994.908  21.415.634 421 SLCO1B3, SLCO1B7, SLCO1B1 + + Sim
p12.2
3 DAS dup 15q22.2 3 62.209.640 62.543.660 334 VPS13C, C2CD4A, C2CD4B - + NR
8  ToF, AAI del 16p11.2 1 29.567.295 30.177.916 611 SLC7A5P1, SPN, QPRT, ZG16, KIF22, MAZ, PRRT2, + + Sim
MVP, CDIPT, SEZ6L.2, ASPHD1, KCTD13, TMEM219,
TAOK2, HIRIP3, INOSOE, DOC2A, FAM57B, ALDOA,
PPP4C, TBX6, YPEL3, GDPD3, MAPK3
13 TA dup 8p11.1- 3 42.935.729  43.776.564 841 FNTA, SGK196, HGSNAT, POTEA + + Sim
p11.21
14 DSV, DAS, del 10g25.1 1 110.420.129 111.116.531 696 RNU6-53, MAPKAPK5P1-001 - + Sim
AP
19 DSV dup Yp11.2 2 9.664.007 9.997.425 333 TTTY23, TTTY23B - + NR
20 DAS, dup 2q13 3 110.504.318 111.365.996 862 RGPD5, RGPD6, LIMS3, LIMS3L, LIMS3-LOC440895, - + Sim
PDA, AP LOC440895, LOC100288570, LOC440894, MIR4267,
MALL, MIR4436B2, MIR4436B1, NPHP1, LINCOO116,
LOC100507334, LOC151009
21 DAS dup 7q21.13 3 88.819.024  89.678.695 860 ZNF804B + + Sim
24 DAS, TA, del 16p11.1- 1 34.197.616 35.158.405 961 UBE2MP1, LOC283914, LOC146481, LOC100130700, - - Sim
AP p11.2 RN5S411, FLJ26245
26 VAB del 17q12 1 34.477.385 36.283.612 1.806 TBC1D3B, CCL3L3, CCL3L1, CCL4L2, CCL4L1, - + Sim
TBC1D3 C, TBC1D3H, TBC1D3G, ZNHIT3, MYO19,
PIGW, GGNBP2, DHRS11, MRM1, LHX1, AATF,
MIR2909, ACACA, C170rf78, TADA2A, DUSP14,
SYNRG, DDX52, HNF1B, LOC284100
29 PCA del 5p15.1- 1 113.576 17.511.896 17.398 PLEKHG4B, LRRC14B, CCDC127, SDHA, PDCD6, AHRR, - + NR
p15.33 C5orf55, EXOC3, PP7080, SLC9A3, MIR4456, CEP72,

TPPP, ZDHHC11, BRD9, TRIP13, LOC100506688, NKD2,
SLC12A7, MIR4635, SLC6A19, SLC6A18, TERT,
MIR4457, CLPTM1L, SLC6A3, LPCAT1, SDHAP3,
LOC728613, MIR4277, MRPL36, NDUFS6, IRX4, IRX2,
C50rf38, LOC285577, IRX1, LOC340094, ADAMTS16,
KIAA0947, FLJ33360, MED10, UBE2QL1, LOC255167,
NSUN2, SRD5A1, PAPD7, MIR4278, MIR4454,
LOC442132, ADCY2, C50rf49, FASTKD3, MTRR,
LOC729506, LOC100505738, MIR4458, SEMA5A,
MIR4636, LOC 100505806, SNORD123, TAS2R1,
LOC285692, FAM173B, CCT5, CMBL, MARCH6,
ROPN1L, ANKRD33B, DAP, CTNND2, TAG, DNAHS5,
TRIO, FAM105A, FAM105B, ANKH, LOC100130744,
MIR4637, FBXL7, MARCH11, ZNF622, FAM134B,
MYO10, LOC285696, BASP1, LOC401177
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Tabela 1 (Continuacdo)
ID Tipo de CNV Local Numero Inicio (bp) Final (bp) Tamanho Genes RefSeq DGV DECIPHER Validado
cc de copias (kb) por aCGH
30 DAS dup 5g33.2 3 154.330.014 154.664.212 334 MRPL22, KIF4B - - NR
35 ToF, AP, dup 15921.1 3 48.023.616  49.017.024 993 SEMA6D, SLC24A5, MYEF2, CTXN2, SLC12A1, DUT, - + Sim
PLSVC FBN1
40 ToF, AP, dup 3q26.2 3 168.485.398 170.468.489 1.983 EGFEM1P, MECOM, TERC, ACTRT3, MYNN, LRRC34, - + Sim
DAS, LRRIQ4, LRRC31, SAMD7, LOC100128164, SEC62,
PVCSE GPR160, PHC3, PRKCI, SKIL, CLDN11, SLC7A14
52 ToF, AP, dup 2p22.3 3 32.628.617  33.334.307 706 BIRC6, MIR558, TTC27, MIR4765, LINCO0486, + + Sim
DAS LOC100271832, LTBP1
58 ToF, AP dup 6q14.3 3 87.387.316  87.921.049 534 HTR1E, CGA, ZNF292 - Sim
59 ToF, AP, dup 16g23.1 3 77.923.068  78.596.237 673 VAT1L, CLEC3A, WWOX - Sim
MVP
63 ToF, AP dup 3p26.3 3 1.750.535 2.205.306 455 CNTN4, CNTN4-AS2 Sim
67 ToF dup 3p26.3 3 1.775.844 2.158.248 382 CNTN4, CNTN4-AS2 + Nao
71 ToF del 10g22.3- 1 81.446.577  89.253.430  7.807 LOC650623, LOC642361, LOC100288974, MBL1P, - Sim
q23.2 SFTPD, LOC219347, C100rf57, PLAC9, ANXA11,
LOC439990, MAT1A, DYDC1, DYDC2, FAM213A,
TSPAN14, SH2D4B, NRG3, GHITM, C100rf99, CDHR1,
LRIT2, LRIT1, RGR, LOC170425, FAM190B, GRID1-AS1,
GRID1, MIR346, WAPAL, OPN4, LDB3, BMPR1A,
MMRN2, SNCG, C100rf116, AGAP11, FAM25A, GLUD1,
FAM35A, FAM22A, LOC728190, LOC439994, FAM22D,
LOC728218
72 DAS, AP, dup 2p24.3- 3 12.770 14.851.012 14.838 FAM110C, SH3YL1, ACP1, FAM150B, TMEM18, - + Sim
ASD, TGA p25.3 LOC339822, SNTG2, TPO, PXDN, MYT1L, LOC730811,

TSSC1, TRAPPC12, ADI1, RNASEH1, LOC100506054,
RPS7, COLEC11, ALLC, LOC 100505964, LOC727982,
SOX11, LOC150622, LOC400940, LINCO0487, CMPK2,
RSAD2, LOC386597, RNF144A, LOC 100506274,
LOC339788, LINC00299, ID2, KIDINS220, MBOAT2,
ASAP2, ITGB1BP1, CPSF3, IAH1, ADAM17, YWHAQ,
TAF1B, GRHL1, KLF11, CYS1, RRM2, C20rf48,
MIR4261, HPCAL1, ODC1, SNORA80B, NOL10,
ATP6V1C2, PDIA6, KCNF1, FLJ33534, C20rf50, PQLC3,
ROCK2, LINCO0570, E2F6, GREB1, MIR4429, NTSR2,
LPIN1, MIR4262, TRIB2, MIR3125, LOC100506474,
FAM84A
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Tabela 1 (Continuagao)

ID Tipo de CNV Local NUmero Inicio (bp) Final (bp) Tamanho Genes RefSeq DGV DECIPHER Validado
cc de copias (kb) por aCGH
del 4q35.1- 1 186.464.011 190.957.473 4.493 SORBS2, TLR3, FAM149A, FLJ38576, CYP4V2, KLKB1, - + Sim
q35.2 F11, LOC285441, MTNR1A, FAT1, LOC339975, ZFP42,

TRIML2, TRIML1, LOC401164, HSP90AA4P, FRG1,
LOC100288255, FRG2

del 16p12.2 1 21.576.802  21.951.415 375 METTL9, IGSF6, OTOA, RRN3P1 + + Sim
77 DSV, AP, del  8p23.1 1 8.093.065  11.935.465 3.842  FLJ10661, SGK223, CLDN23, MFHAS1, ERI1, MIR4660, - 5 VA
DAS, PPP1R3B, LOC157273, TNKS, MIR597, LINC00599,
PVCSE MIR124-1, MSRA, PRSS55, RP1L1, C80orf74, SOX7,

PINX1, MIR1322, XKR6, MIR598, MTMRY, SLC35G5,
TDH, C8orf12, FAM167A, BLK, LINCO0208, GATA4,
NEIL2, FDFT1, CTSB, DEFB136, DEFB135, DEFB134,
LOC100133267, DEFB130
78 VAB, EA, del  22q13.33 1 50.100.435 51.197.838  1.097  BRD1, LOC90834, ZBED4, ALG12, CRELD2, PIM3, = + VA

sV IL17REL, MLC1, MOV10L1, PANX2, TRABD, SELO,
TUBGCP6, HDAC10, MAPK12, MAPK11, PLXNB2,
FAM116B, PPP6R2, SBF1, ADM2, MIOX, LMF2,
NCAPH2, SCO2, TYMP, ODF3B, KLHDC7B, SYCE3,
CPT1B, CHKB-CPT1B, CHKB, LOC100144603,
MAPK8IP2, ARSA, SHANK3, ACR, RPL23AP82

-, auséncia; +, presenca; AAl, arco adrtico interrompido; aCGH, hibridizacdo genémica comparativa em array (com o microarray de Genoma Humano G3 SurePrint 8 x 60 Kda Agilent);
AP, atresia pulmonar; bp, pares de base; CC, cardiopatia congénita; CNV, variacdo no nimero de cdpias; DAS, defeito do septo atrial; DECIPHER, Database of Chromosomal Imbalance
and Phenotype in Humans using Ensembl Resources’; del, exclusao; DGV, Database of Genomic Variants;® DSV, defeito do septo ventricular; dup, duplicacdo; EA, ectasia da aorta; ID,
identificacdo do paciente; kb, kilobase; NR, nao realizado; PCA, persisténcia do canal arterial; PVCSE, persisténcia da veia cava superior esquerda; PVM, prolapso da valvula mitral; SV,
seio de valsalva; TA, truncus arteriosus; TGA, transposicao das grandes artérias; ToF, tetralogia de Fallot; VA, validado anteriormente (detectado pelas técnicas de FISH e/ou MLPA); VAB,
valvula aortica bicuspide.
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Tabela 2 Caracteristicas clinicas dos pacientes que apresentam CNVs relacionadas a sindromes com anomalias congénitas multiplas que com sobreposicdo da 22q11.2DS

Caso 08 Caso 26 Caso 29 Caso 40 Caso 71 Caso 72 Caso 77 Caso 78 22q11.2DS?

Desequilibrio del 16p11.2 del 17q12 del 5p15.1-p15.33 dup 3926.2 del 10g22.3-q23.2 del 4935.1-q35.2 del 8p23.1 del 22q13.33 del 22q11.2
gendmico

Tamanho da 611 Kb 1,8 Mb 17,4 Mb 2,0 Mb 7,8 Mb 4,5 Mb 3,8 Mb 1,1 Mb 1,5-3,0 Mb
aberracao

Sexo masculino  masculino masculino feminino masculino feminino feminino  masculino Distribuida igualmente

Idade na avaliacao 7y MMy 1y 2y 3y 9y 5y 10y 56% <5 a

Atraso no ¥ - & - - - - - NR
crescimento

Cardiopatia congénita + + + + + + + + 74%

Anomalias palatais ¥ e + & - - e - 69%

Dismorfismos faciais + + + + + + + Comum

Anomalias + - - - - + + Comum
imunologicas

Atraso no - + + - + + + + 70-90%
desenvolvimento

Problemas na - - - - - - - & 30%
alimentacao

Perda auditiva + + - - - - - - 39%

Anomalias oculares - - - - - - - - >69%

Anomalias - - - - - - - - NR
neurologicas

Anomalias no trato - - + - - - - - 37%
urinario

Anomalias + - + - - - + - NR
gastrointestinais

Anomalias - - - + + + + + NR

esqueléticas

-, auséncia; + , presenca; 22q11.2DS, sindrome de delecdo 22q11.2; a, anos; del, delecao; dip, duplicacdo; Kb, kilobase; Mb, megabase;
NR, nao relatado,
2 McDonald-McGinn et al.2.
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Tabela 3  Genes candidatos a CC envolvidos nas CNVs clinicamente significativas detectadas
IRX4 606199 Ligacao especifica ao DNA Estabelecimento de orientacao de 6rgaos;
desenvolvimento do coracdo; regulacao da
transcricao; modelo do DNA
BMPR1A 601299 Receptor de BMP, fator de transcricao Via de sinalizac@o BMP; desenvolvimento do
RNA-polimerase Il, homodimerizacao sistema de conducdo do coracdo; ventriculo
de proteinas e atividade de proteina direito cardiaco, aorta dorsal e morfogénese
serina/treonina quinase; ATP, SMAD, da valvula mitral; formagdo do corac@o
glicoproteina, ligacdo de ions
metalicos e proteinas
SORBS2 616349 Atividade do adaptador Organizacao dos filamentos de actina; processo
citoesquelético, ion metalico, RNA bioldgico; adesao celular; crescimento celular
poli (A) e envolvido no desenvolvimento celular do
ligacao da proteina; componente musculo cardiaco; migracao celular
estrutural do citoesqueleto;
componente estrutural do musculo
D2 600386 ATP, proteina Rho GTPase, ion morfogénese do septo membranoso;
metalico, RNA poli(A) e ligacdo da desenvolvimento metanéfrico;
proteina; atividade de dimerizacédo desenvolvimento do organismos multicelulares;
proteica diferenciacao celular das células natural killer
ROCK2 604002 Proteina serina dependente de Rho, duplicacdo dos centrossomas; organizacao do
proteina serina/treonina quinase e citoesqueleto de actina cortical; via de
atividade molecular estrutural sinalizacao do receptor de efrina; regulacdo
negativa da angiogénese
E2F6 602944 DNA, proteina e atividade do fator de Regulacao negative da transcricao do fator
transcricao, ligacao especifica ao promotor de RNA-polimerase Il; regulacao da
DNA, atividade do correpressor de transcricao envolvida na transicao G1/S do
transcricao ciclo celular mitético; transcricdo, modelo do
DNA
GATA4 600576 DNA, proteina NFAT, fator de formacao da estrutura anatomica envolvida na
transcricao do RNA-polimerase Il, morfogénese; septo atrial, morfogénese do
fato de transcricao de ativacao, ventriculo cardiaco; desenvolvimento celular;
cromatina, co-SMAD, potenciador da crescimento celular envolvido no
ligacado especifica ao DNA e ligacao desenvolvimento celular do musculo cardiaco;
especifica ao DNA; atividade de especificac@o do padrdo anterior/posterior do
coativacdo da transcricao; ligacao de tubo embriondrio do coracdo; desenvolvimento
ions de zinco do coxim endocdrdico; looping cardiaco
SOX7 612202 Proteina, atividade do fator de formacao da endoderme; regulacao negative

transcricao, ligacao especifica ao
DNA e ligacdo ao DNA a regiao
reguladora da transcricao

de proliferacao celular; regulacao negativa da
transcricao, modelo do DNA; regulacao
positiva da atividade da cisteina
endopeptidase envolvida no processo
apoptotico; regulacao da via de sinalizacdo
candnica Wnt; transcricao, modelo do DNA

OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man.?

delecdo 10q22-q23,% ambos apresentados por nosso paci-
ente. Nosso paciente apresentou ToF. Essa regiao excluida
abrange o gene BMPR1A, sugere um gene candidato a CC
devido a seu papel no desenvolvimento embrionario e na
formacéo do coracdo.'?

O caso 72 apresentou delecao de 4,5 Mb em 4q35.1-
q35.2. As delecbes em 4q sdo raras e associadas a deficiéncia
intelectual, dismorfismos craniofaciais, orelhas baixas, fis-
sura palatina, CC e anomalias do quinto dedo.?® Nosso
paciente apresentou a maior parte dessas caracteristicas,
exceto orelhas baixas e fissura palatina. Além disso, esse
paciente mostrou uma duplicacao de 14,8 Mb em 2p24.3-
p25.3 e duplicacao de 375 bK em 16p12.2, ambas CNVs sem

um fenotipo especifico descrito até o momento. Nosso paci-
ente apresentou DSV, DAS, atresia pulmonar e transposicao
das grandes artérias. A regidao excluida 4q35.1-q35.2 aloca
o0 gene SORBS2, que é altamente expresso em discos inter-
calares de tecidos normais do coracdo.'* A regiao duplicada
de +2p24.3-p25s abrange os genes ID2, ROCK2 e E2F6, que
atuam no desenvolvimento do coracao e sao genes candida-
tos a CC.™#- 1

O caso 77 mostrou uma delecao de 3,8 kb que abrangeu
a regiao critica da sindrome de delecdo 8p23.1; a CC é a
marca registrada dessa sindrome, principalmente defeitos
do septo atrioventricular, defeito do septo atrial e estenose
pulmonar,® compativel com os achados de nosso paciente.



506

Molck MC et al.

Além disso, foi observado que microcefalia, dismorfismos
faciais, atraso no desenvolvimento e problemas comporta-
mentais estdo associados a essa sindrome.> Nosso paciente
apresentou DSV, DAS, atresia pulmonar e persisténcia da
veia cava superior esquerda. Essa regiao excluida abrange
os genes GATA4 e SOX7, ambos fatores de transcricao que
atuam na embriogénese cardiaca. Eles foram sugeridos como
os genes candidatos a CC, com base em modelos animais,
mutacoes relatadas por pacientes e estudos sobre CNVs. 718

O caso 78 apresentou uma delecao de 1,1 Mb que abran-
geu a regido critica da sindrome de delecdao 22q13.33
(sindrome de Phelan-McDermid), caracterizada por atraso
no desenvolvimento, retardo ou auséncia de fala e carac-
teristicas autistas.”” Nosso paciente apresenta atraso no
desenvolvimento e na fala. Além disso, e de forma menos
frequente, foram observados dismorfismos faciais, infeccoes
recorrentes, CC e dificuldade na alimentacédo,?® compativel
com nosso paciente. Nosso paciente apresentou VAB, ectasia
da aorta e seio de valsalva. Essa regido excluida ndo aloca
genes candidatos a CC até o momento.

Os estudos sobre CNVs em pacientes com fenotipos
semelhantes de doencas bem conhecidas podem contri-
buir para um melhor conhecimento dos fenétipos e para a
identificacao dos genes e das vias envolvidas em CCs especi-
ficas e outras alteracdes.?’ As CNVs detectadas neste estudo
anteriormente descritas em sindromes clinicamente reco-
nheciveis podem ajuda no manejo clinico e proporcionar
aconselhamento genético adequado para esses pacientes e
suas familias. Esses achados também reforcam a importancia
da CMA para o diagndstico. Além disso, duas CNVs detecta-
das aqui possivelmente estao relacionadas a CC.

O caso 35 apresentou duplicacao em 15q21.1 (993 kb),
inclusive sete genes, dois dos quais podem ser realcados. O
gene SEMA6D atua na morfogénese do coracdo;® e o gene
FBN1 atua no desenvolvimento do coracao e as mutacoes
nesse gene sao associadas a CC.>" Essa CNV é descrita em
quatro individuos na DECIPHER (286150, 250179, 260222,
278520), que apresentam somente essa variacao; contudo,
nenhum deles apresentou CC. Essa CNV nao foi detectada
na DGV. Nosso paciente apresentou ToF, atresia pulmonar e
persisténcia da veia cava superior esquerda.

0O caso 52 apresentou duplicacao em 2p22.3 (706 kb),
inclusive sete genes como LTPB1, que é o maior regula-
dor do gene TGFB1 e atua no desenvolvimento da valvula
do coracdo.* Essa CNV foi encontrada em dois individuos
na DECIPHER (249550, 249780), que apresentaram apenas
essa variacao; contudo, sem CC. Essa CNV foi descrita
em quatro estudos na DGV (Variacao_8367, Variacao_53694,
Variacao_5203, Variacao_5202). Nosso paciente apresentou
ToF, atresia pulmonar e DAS.

CNVs clinicamente significativas foram identificadas em
10% dos casos. Isso reforca que a CMA é uma tecnologia
confidvel para pacientes que apresentam CC com ano-
malias extracardiacas e exclusdao de 22q11.2DS. Ha uma
sobreposicao entre as manifestacoes clinicas de varias sin-
dromes listadas aqui, apesar de abranger caracteristicas
distintas. O mesmo aplica-se ao fenotipo de nossos indi-
viduos. Isso reforca os mecanismos complexos envolvidos
na embriogénese humana, que implica a correta interacdo
entre os genes. Como varios mecanismos de interacao entre
os genes nao foram completamente elucidados, nosso estudo
enfatiza a possivel atuacdo das CNVs na CC.
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