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RESUMO 

 
 

Introdução: O desenvolvimento normal do coração compreende uma 

maquinaria de eventos genéticos altamente regulada, que envolve importantes 

fatores de transcrição. Alterações cardíacas estruturais, que caracterizam a 

cardiopatia congênita (CHD), são fortemente associadas a alterações 

cromossômicas e a CNVs, que são fatores de risco para o desenvolvimento da 

CHD. Objetivo: Investigar, através da técnica de MLPA, a presença de CNVs 

em genes de referência para o desenvolvimento cardíaco normal em 

portadores de CHD. Material e Métodos: Os genes GATA4, NKX2-5, TBX5, 

BMP4 e CRELD1 e a região cromossômica 22q11.2 foram analisadas em 207 

pacientes portadores de CHD (idade 1 dia ± 13 anos), admitidos pela primeira 

vez na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de um hospital pediátrico, utilizando 

o kit SALSA P311-B1 CHD. Resultados: Foram detectadas CNVs em 7 

pacientes (3,4%); 4 casos de deleção da região 22q11.2 (1,9%), 2 casos de 

deleção do GATA4 (1%) e 1 caso de duplicação da região 22q11.2 (0,5%). Não 

foram identificadas alterações nos genes NKX2-5, TBX5, BMP4 e CRELD1. 

Conclusão: DelGATA4 parece estar presente em um número significativo de 

pacientes com CHD, especialmente os com defeitos septais, PLSVC, 

alterações da artéria pulmonar e achados extracardíacos. A triagem de GATA4 

parece ser mais efetiva quando direcionada a estes achados. A investigação de 

mutações em GATA4 e de 22q11.2DS em portadores de CHD são importantes 

na antecipação do diagnóstico, contribuindo para o planejamento familiar. 

 
 

Palavras-chave: defeito cardíaco congênito; MLPA; variação do número de 

cópias do DNA; fator de transcrição GATA4; síndrome de deleção 22q11.2. 



 

 

ABSTRACT 

 
 

Introduction: The normal development of the heart comprises a highly 

regulated machinery of genetic events, involving important transcriptional 

factors. Structural changes in the heart, which characterize congenital heart 

disease (CHD), have been strongly associated with chromosomal abnormalities 

and copy number variants (CNVs) which are risk factors for the development of 

CHD. Aim: To investigate, through the MLPA technique, the presence of CNVs 

in reference genes for normal cardiac development in patients with CHD. 

Materials and methods: GATA4, NKX2-5, TBX5, BMP4 and CRELD1 genes 

and 22q11.2 chromosome region were analyzed in 207 patients with CHD (age 

1 day ± 13 years), admitted for the first time in a cardiac intensive care unit from 

a pediatric hospital, using MLPA SALSA P311-B1 CHD kit. Results: CNVs 

were detected in 7 patients (3.4%); 4 cases of 22q11.2 deletion syndrome 

(1.9%), 2 cases of GATA4 deletion (1%) and 1 case of 22q11.2 duplication 

syndrome (0.5%). No patients with alterations in the NKX2-5, TBX5, BMP4 and 

CRELD1 genes were identified. Conclusion: DelGATA4 appears to be present 

in a significant number of CHD patients, especially those with septal defects, 

PLSVC, pulmonary artery abnormalities and extracardiac findings. GATA4 

screening seems to be more effective when directed at these findings. The 

investigation of mutations in GATA4 and 22q11.2DS in CHD patients is 

important in anticipating the diagnosis, contributing to family planning. 

 
 

Keywords: congenital heart defects; MLPA; DNA copy number variation; 

GATA4 transcription factor; 22q11.2 deletion syndrome. 



 

 

Lista de abreviaturas 

 
 

AC: do inglês, aortic coarctation 

AS: do inglês, aortic stenosis 

ASD: do inglês, atrial septal defect 

AVSD: do inglês, atrioventricular septal defect. 
 

BAV: do inglês, bicuspid aortic valve 
 

CGH: do inglês, comparative genomic hybridization 
 

CHD: do inglês, congenital heart disease 

CNV: do inglês, copy number variation 

DNA: do inglês, deoxyribonucleic acid 

DORV: do inglês, double outlet right ventricle 

EDTA: do inglês, ethylenediaminetetraacetic acid 

FISH: do inglês, fluorescence in situ hybridization 

HCSA: Hospital da Criança Santo Antônio 

HLHS: do inglês, hypoplastic left heart syndrome 

HRHS: do inglês, hypoplastic right heart syndrome 
 

IAA: do inglês, interrupted aortic arch 
 

MA: do inglês, mitral atresia 
 

MS: do inglês, mitral stenosis 
 

MLPA: do inglês, multiplex ligation-dependent probe amplification 
 

PA: do inglês, pulmonary atresia 
 

PCR: do inglês, polymerase chain reaction 

PDA: do inglês, patent ductus arteriosus 

PS: do inglês, pulmonary stenosis 

PTA: do inglês, persistent truncus arteriosus 



 

 

PLSVC: do inglês, persistent left superior vein cava 
 

QF-PCR: do inglês, quantitative fluorescent polymerase chain reaction 
 

SNP: do inglês, single nucleotide polymorphism 
 

TA: do inglês, tricuspid atresia 
 

TAPVR: do inglês, total anomalous pulmonary venous return 
 

TGA: do inglês, transposition of the great arteries 
 

TOF: tetralogia de Fallot 
 

UTI: Unidade de Terapia Intensiva 

VSD: do inglês, ventricular septal defect 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 

A cardiopatia congênita ou congenital heart disease (CHD) se refere a 

um conjunto de alterações estruturais/funcionais do coração e grandes vasos 

que surgem na embriogênese cardíaca1. A CHD é uma das principais causas 

de morbidade e mortalidade infantil, afetando cerca de 1% dos nativivos, com 

incidência de 19 a 75 casos a cada 1.000 recém-nascidos2,3. 

A etiologia da CHD é complexa, onde apenas 20% dos casos podem ser 

atribuídos a alterações cromossômicas, síndromes mendelianas, defeitos de 

gene único não sindrômicos ou teratógenos4. Alterações cromossômicas estão 

frequentemente associadas a ocorrência de lesões cardíacas complexas, 

gerando uma alta incidência de perdas fetais5. A combinação de fatores 

genéticos, epigenéticos e ambientais ocorre na maioria dos casos. Dentre os 

fatores externos destacam-se infecções maternas, deficiência nutricional e uso 

de álcool/drogas durante a gestação (Figura 1)4. 

O conhecimento relacionado a CHD avançou muito desde sua descrição 

e classificação, facilitando o diagnóstico preciso e possibilitando interferências 

durante o período pré-natal. Estratégias corretivas contribuíram para o aumento 

da expectativa de vida de crianças e adultos com CHD6. A sobrevivência dos 

pacientes varia de acordo com a gravidade da doença, sendo de 98% para 

CHD leve, 96% para CHD moderada e 56% para CHD grave. Os pacientes 

submetidos a procedimentos corretivos necessitam de monitoramento contínuo 

devido ao alto risco de complicações tardias que podem resultar em cirurgias 

adicionais7. 
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Figura 1 Etiologia da cardiopatia congênita. Adaptado de Blue et al., (2012)4 

Em casos não sindrômicos, mutações em mais de 50 genes já foram 

descritas como diretamente implicadas com o aparecimento da CHD. Porém, 

estudos com camundongos hipotetizaram que alterações em mais de 500 

genes podem causar defeitos cardíacos8, fornecendo um indicativo para a 

investigação destes fatores e seu papel como causadores da doença em 

humanos. 
 

Mutações em genes reguladores transcricionais essenciais, como 

GATA4 e NKX2-5, são amplamente estudadas como fatores causais da CHD. 

Estas mutações impactam a expressão dos genes que coordenam o 

desenvolvimento cardíaco normal9,10. Além disso, mutações em genes distintos 

podem causar malformações idênticas, demonstrando a interdependência dos 

fatores responsáveis pelo desenvolvimento cardíaco1. 

Apesar da quantidade significativa de estudos que tentam estabelecer os 

fatores causais da CHD, delineando as vias moleculares principais da 

cardiogênese, ainda restam dúvidas do real papel destes genes e seus 

padrões de expressão na patologia das malformações cardíacas, bem como 
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sua correspondência com o fenótipo clínico do paciente. Assim, enfatiza-se a 

necessidade de testes genéticos em indivíduos afetados, objetivando o 

desenvolvimento de novas medidas profiláticas, estratégias de tratamento e até 

mesmo novos tratamentos. 

 
1.1. Manifestações clínicas da CHD 

 
 

As malformações cardíacas estão entre os defeitos mais frequentemente 

observados no período neonatal e são responsáveis por 3 a 5% das mortes 

nesse período. Cerca de 20 a 30% das crianças morrem no primeiro mês de 

vida, principalmente por insuficiência cardíaca11. 

A CHD pode ser classificada em cianótica ou não-cianótica devido à 

mistura, ou não, de sangue venoso e arterial. Crianças cianóticas apresentam 

tonalidade azulada nos lábios e pele e diminuição do fluxo pulmonar. As 

principais cardiopatias cianóticas incluem transposição das grandes artérias 

(TGA), tetralogia de Fallot (TOF), anomalia de Ebstein, atresia tricúspide (TA), 

atresia pulmonar (PA) e truncus arteriosus persistente (PTA). Na categoria de 

CHD não-cianótica, destacam-se as lesões obstrutivas do lado esquerdo como 

hipoplasia de ventrículo esquerdo (HLHS), estenose mitral (MS), aórtica (AS), 

coarctação da aorta (AC) e interrupção do arco aórtico (IAA); e ainda a CHD de 

defeitos de septação ventricular (VSD), atrial (ASD) ou atrioventricular (AVSD). 

Defeitos de válvula aórtica bicúspide (BAV) e de septação estão entre as 

cardiopatias mais comuns3,12 (Figura 2). 
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Figura 2 Malformações cardíacas usualmente identificadas na infância. 
 

Adaptado de Bruneau, 2008. 

 
*Incidência por 1.000 nascidos vivos indicado entre parênteses. (AC) coarctação da aorta; (AS) estenose aórtica; (ASD) 

defeito do septo atrial; (AVSD) defeito do septo atrioventricular; (BAV) defeitos de válvula aórtica bicúspide; (DORV) 

dupla via de saída do ventrículo direito; (Ebstein’s) anomalia de Ebstein; (HLHS) hipoplasia do ventrículo esquerdo; 

(HRHS) hipoplasia do ventrículo direito; (IAA) interrupção do arco aórtico; (MA) atresia mitral; (MS) estenose mitral; 

(PDA) persistência do canal arterial; (PS) estenose pulmonar; (PTA) truncus arteriosus persistente; (TA) atresia 

tricúspide; (TAPVR) anomalia total do retorno venoso pulmonar; (TGA) transposição das grandes artérias; (TOF) 

tetralogia de Fallot; (VSD) defeito do septo ventricular. 

 

Os diferentes tipos de malformação também são classificados de acordo 

com sua complexidade, sendo eles, grave, moderada e leve. Pacientes com 

CHD grave possuem pior prognóstico e mais frequentemente desenvolvem 

complicações. Apesar da baixa frequência populacional (4%), as alterações 

menores também devem ser investigadas pois atuam como marcadores 

externos de lesões complexas, facilitando o diagnóstico correto do 

paciente13,14. Na Europa e na América Latina, a incidência de CHD grave é de 

~1,5 casos por 1.000 nascidos vivos15,16. Estes dados podem ter sido 

estimados   erroneamente,   pois   os   casos   registrados   correspondem   a 
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malformações diagnosticadas apenas ao nascimento, excluindo qualquer outro 

defeito congênito que possa ser identificado durante a primeira infância15. 

Segundo Miller et al., (2007)17, recém-nascidos com CHD também 

podem apresentar distúrbios neurológicos generalizados, semelhantes a 

neonatos prematuros, refletindo o desenvolvimento cerebral anormal em 

virtude do comprometimento do suprimento de oxigênio intrauterino. 

 
1.2. Aspectos genético e molecular da CHD 

 
 

A CHD tem sua etiologia determinada por alterações cromossômicas, 

desordens não sindrômicas envolvendo genes únicos (20%) ou por associação 

de genes e fatores ambientais na grande maioria dos casos (80%). A biologia 

molecular e as novas técnicas disponíveis têm possibilitado a descoberta de 

genes que podem interagir entre si ou com fatores externos gerando uma pré- 

disposição ao desenvolvimento da doença2-4,18. 

Mudanças no número de cópia de segmentos específicos do DNA são 

frequentemente associados à etiologia ou pré-disposição para doenças. Tais 

alterações podem incluir desde a presença de uma cópia extra de um 

cromossomo inteiro, a deleções e duplicações de inúmeros pares de bases ou 

pequenos fragmentos cromossômicos envolvendo apenas um único éxon19. 

Esta perda ou ganho de material genético desencadeia um efeito direto sobre a 

dosagem gênica, aumentando ou diminuindo o padrão de expressão dos genes 

afetados4. 

A ocorrência de CHD juntamente a outras malformações ou como parte 

de uma síndrome ocorre em 25 a 40% dos casos. Dentre os indivíduos que 

possuem alterações cromossômicas estruturais ou numéricas, 30% também 
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apresentam CHD18,20,21. São encontradas proporções significativas de CHD 

associada a aneuploidias, sendo que, 50% dos indivíduos com trissomia do 21 

(síndrome de Down), 80% com trissomia do 13 (síndrome de Patau) e 90-100% 

com trissomia do 18 (síndrome de Edwards) apresentam algum defeito 

cardíaco. As síndromes de Turner e Klinefelter são acompanhadas de alguma 

alteração em 35% e 50% dos casos, respectivamente21,22. Síndromes de 

microdeleção e microduplicação, como a síndrome Velocardiofacial ou 

DiGeorge (22q11.2DS), síndrome de Williams (del7p11.23) e a síndrome de 

microduplicação 22q11.2 (22q11.2DupS), que incluem CHD como fenótipo 

também são frequentemente estudadas8,23. 

O desenvolvimento cardíaco normal é regulado estritamente pela 

interação de fatores de transcrição e seus reguladores em vias de sinalização 

específicas. Diante disso, muitos estudos descrevem conjuntos de genes 

candidatos e vias moleculares que, quando afetadas, provocam erros na 

maquinaria molecular e se manifestam através de alterações cardíacas. As 

CNVs (copy number variation), mutações somáticas, alterações nas taxas 

transcricionais e microRNA estão entre os mecanismos que podem explicar a 

base molecular da CHD24. 

As CNVs, presentes em 12% do genoma humano, incluem duplicações 

e deleções cromossômicas com tamanho variado de 1 Kb a vários Mb e são 

utilizadas para identificar genes candidatos. As CNVs detectadas em pacientes 

com CHD são investigadas, buscando a sua associação com a doença. Outras 

abordagens genéticas, como SNPs (single nucleotide polymorphism), também 

são utilizadas focando na detecção de polimorfismos em genes candidatos 

para a CHD8,21. 
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A maioria dos portadores de CHD não apresentam defeitos de gene 

único, direcionando a investigação para possíveis combinações entre mutações 

em genes múltiplos ou para a combinação de mutação e fatores externos que 

resultam no amplo espectro fenotípico21. Estudos sugerem que um fator 

familiar, como casamento consanguíneo pode participar da etiologia 

multifatorial da doença24,25. 

Apesar dos grandes avanços no diagnóstico e tratamento o 

conhecimento sobre a etiologia e herdabilidade da CHD ainda é limitado. 

Estudos sobre o mecanismo molecular associado ao desenvolvimento cardíaco 

normal têm ajudado na identificação de fatores causais da CHD, fornecendo 

evidências da participação crucial de genes na morfogênese cardíaca. Os 

principais genes envolvidos são reguladores transcricionais, moléculas 

sinalizadoras e genes estruturais20,21. 

 

1.3 Genes associados a CHD sindrômica e não-sindrômica 

 
 

A CHD está associada a causas genéticas e ambientais e muitas das 

comorbidades apresentadas por portadores desta doença, como insuficiência 

cardíaca, arritmia e alterações neurocognitivas, podem ser atribuídas a 

mutações genéticas. Em 35% dos casos é identificado alguma causa genética 

significativa. Os genes responsáveis pelo desenvolvimento cardíaco são os 

mais afetados por estas mutações, atualmente, mais de 50 genes são 

potenciais candidatos a serem estudados8,26. As mutações podem ser 

herdadas ou ocorrer de forma esporádica ou de novo26. 

A CHD ocorre associada a uma síndrome ou de forma isolada. 

Distúrbios na dosagem gênica, defeitos de gene único, grandes 
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deleções/duplicações ou microdeleções/microduplicações estão relacionados a 

CHD sindrômica. A forma isolada é a mais prevalente e mutações em fatores 

de transcrição são os mais comuns, outros genes afetados participam das vias 

de sinalização ou são componentes estruturais do coração. As mutações em 

genes causadores da doença são classificadas como de alta penetrância, de 

baixa penetrância para genes de susceptibilidade e variações comuns em 

genes de risco para a CHD24. 

Inúmeras CNVs já foram caracterizadas e associadas a síndromes 

clínicas que incluem CHD, uma das primeiras a ser descrita foi a deleção de 3 

Mb do braço longo do cromossomo 22 (del22q11). A síndrome 22q11.2DS é a 

microdeleção humana mais comum e apresenta um fenótipo variável que inclui 

a cardiopatia congênita, hipocalcemia, imunodeficiência, características faciais 

clássicas e desordens de neurodesenvolvimento27. A região deletada do 

cromossomo 22 abrange o fator de transcrição TBX1, afetando seus níveis de 

expressão. A haploinsuficiência deste gene está relacionado ao 

desenvolvimento anormal da faringe, corroborando com a clínica apresentada 

por portadores da síndrome. Outros estudos ainda mostram que TBX1 está 

fortemente associado à remodelação da cromatina, sugerindo a utilização de 

drogas epigenéticas no resgate de fenótipos que incluem este tipo de alteração 

genética28,29. 

A deleção do braço curto do cromossomo 8 (del8p23), também 

associada a CHD juntamente com atraso de desenvolvimento, abrange o fator 

de transcrição GATA4, que é um dos principais genes reguladores da função e 

do desenvolvimento cardíaco. Zhou e colaboradores (2017)30 destacaram o 

papel essencial de GATA4 no que eles chamaram de ‘second heart field’, 
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envolvendo um subgrupo de células progenitoras responsáveis pela septação 

cardíaca. Foram identificadas também duas vias de sinalização, a Pten e a de 

Hedgehog, que parecem agir de forma independente de GATA4, sugerindo 

uma possível forma de restauração do defeito cardíaco. A haploinsuficiência de 

GATA4 resulta em tipos comuns de CHD mostrando seu papel essencial na 

separação funcional das quatro câmaras cardíacas9. 

Além do GATA4 e TBX1, destacam-se por seu papel funcional na 

cardiogênese, os genes fatores de transcrição NKX2-5 e TBX5. O NKX2-5 

(5q35) é um marcador conhecido de células progenitoras do miocárdio, sendo 

crítico para o desenvolvimento cardíaco em mamíferos. Mutações envolvendo 

este gene foram uma das primeiras a ser descrita por ter uma associação 

direta com a CHD26. A mutação em NKX2-5 altera a regulação da formação do 

septo durante a morfogênese cardíaca, podendo apresentar diferentes quadros 

de malformações10,31. 

Defeitos de gene único que levam a síndromes associadas com a CHD 

são frequentemente investigados. Mutações no gene TBX5 (12q24) causam 

duas condições marcadas por defeitos septais, a rara síndrome de Holt-Oram e 

Tetralogia de Fallot. Este fator de transcrição tem papel bem definido no 

desenvolvimento do coração e dos membros superiores32,33. TBX5 é um 

regulador do desenvolvimento cardíaco, que contribui para a septação do 

coração através da interação com o complexo de desacetilase e remodelação 

do nucleossomo (NuRD). Quando mutado, este gene altera esta interação 

TBX5-NuRD, reprimindo a expressão de alguns genes importantes, 

provocando a CHD34. 
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Garg e colaboradores (2003)9, indicam que a formação de um complexo 

entre GATA4 e TBX5 são causadores das malformações do septo. Estes genes 

interagem durante a formação da mesoderme cardíaca e essa relação é 

interrompida em portadores de CHD. Acredita-se que GATA4, TBX5 e NKX2-5 

atuem em conjunto regulando outros genes necessários para a formação do 

septo. Qualquer rompimento dessa interação, causada por mutações nestes 

genes, pode acarretar em defeitos congênitos específicos. 

CRELD1 (3p25) é um fator de crescimento epidérmico que participa da 

adesão celular, juntamente com o BMP4 (14q22) atuam na regulação do 

desenvolvimento do coxim endocárdico, estrutura que serve de sustentação 

para o septo cardíaco. Alterações nestes genes estão fortemente associadas a 

AVSD. Variações deletérias foram encontradas em CRELD1 em portadores e 

não portadores de Síndrome de Down onde os autores conseguiram 

demonstrar a associação específica de CRELD1 e AVSD35-38. 

A investigação de genes candidatos em pacientes com CHD pode ajudar 

no diagnóstico precoce e no manejo dos sintomas extracardíacos. A 

compreensão do desenvolvimento da CHD poderá auxiliar na incorporação de 

intervenções terapêuticas e preventivas que utilizem abordagens moleculares 

como método de triagem, ampliando o papel da genética no atendimento 

clínico, além de promover aconselhamento genético individualizado para os 

pacientes e seus familiares. 

1.4 Estratégias de análise genética e suas aplicações no estudo da cardiopatia 

As metodologias de citogenética molecular melhoraram a capacidade de 
 

detecção de CNVs das sequências cromossômicas, possibilitando a obtenção 



20 
 

 

rápida de resultados para pacientes com CHD. Os testes citogenéticos atuais, 

que incluem hibridização in situ fluorescente (FISH), arrays genômicos como 

SNP/CGH-array (hibridização genômica comparativa e polimorfismos de genes 

únicos baseado em microarranjos) e MLPA (Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification), podem auxiliar no diagnóstico clínico destes 

pacientes20,39. 

O exame de cariótipo com bandeamento G é o padrão-ouro para o 

diagnóstico de alterações cromossômicas, especialmente aneuploidias e 

grandes rearranjos estruturais (>5-10 Mb). Possui baixo custo e alto 

rendimento diagnóstico, apesar de não detectar alterações muito pequenas, é a 

técnica de primeira linha na investigação de pacientes sindrômicos20,40. 

Por conta disso, na década de 1980, foi criada a FISH, que através da 

hibridização do DNA alvo com sondas fluorescentes41 aumentou o poder de 

resolução dos testes citogenéticos, melhorando a análise de cromossomos 

inteiros e sendo capaz de detectar alterações genéticas pequenas 

(microdeleções/microduplicações) e rearranjos cromossômicos complexos (>40 

kb)42. Sua principal limitação se dá pela detecção restrita de alterações, em 

virtude do conjunto de sondas disponíveis no mercado. Por ser uma 

investigação pontual, o teste diagnóstico deve ser direcionado de acordo com a 

suspeita clínica do paciente43. 

Já o array-CGH, possibilitou a análise do genoma inteiro e em alta 

resolução, detectando variações até então desconhecidas [39]. Esta técnica 

permite detectar rearranjos cromossômicos desbalanceados muito pequenos 

em todo o genoma, porém o alto custo ainda limita a utilização deste método 

pelas instituições de saúde44. 
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Entre as diferentes abordagens utilizadas para a análise de alterações 

cromossômicas, uma em particular vem se destacando. A técnica de MLPA é 

indicada para caracterizar desordens congênitas e hereditárias, onde é 

possível detectar CNVs em genes específicos e pequenos rearranjos 

intragênicos19,39,45. Este método tornou-se muito utilizado na investigação 

molecular de doenças genéticas, tendo ampla aplicação e inúmeras vantagens 

em relação a outras técnicas, como alto rendimento, baixo custo, não necessita 

de cultivo celular, possibilidade de análise de até 96 amostras simultaneamente 

e resultados em 24h. Permite o estudo de várias regiões do genoma em uma 

única reação (mais de 40 sequências) e com sequências alvo curtas (60-80nt) 

pode identificar deleções e duplicações de genes únicos extremamente 

pequenas (<40 kb) que não são detectadas por FISH, por exemplo. Mais de 

300 conjuntos de sondas (probes) estão sendo comercializadas, direcionadas à 

investigação e diagnóstico de várias doenças genéticas19,44. A limitação desta 

técnica se dá na incapacidade de detectar rearranjos balanceados e 

mosaicismos baixos, além de ser muito sensível em relação à qualidade do 

DNA utilizado46. 

A identificação de alterações cromossômicas é importante no 

acompanhamento pré-natal e na antecipação de diagnósticos, contribuindo 

para o planejamento familiar por meio de aconselhamento genético adequado. 

A MLPA é uma boa candidata na detecção de desordens comuns, devido a 

ampla gama de doenças que sua análise é capaz de detectar. Esta técnica, 

utilizada como método de triagem genética, atua como uma ferramenta de 

confirmação diagnóstica. A MLPA na investigação de CHD poderá auxiliar na 
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melhor compreensão acerca da gênese das cardiopatias, podendo auxiliar 

também no melhor manejo terapêutico. 
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 Objetivo geral 

 
 

Investigar, através da técnica de MLPA, a presença de CNVs em genes 

de referência para o desenvolvimento cardíaco normal em portadores de CHD. 

 
 

3.2 Objetivos específicos 

 
 

I.  Detectar CNVs em genes de referência para CHD com kit específico 

de MLPA (P311-B1). 

 
 

II. Associar as alterações encontradas ao fenótipo clínico dos pacientes; 

 
 
 

III.  Avaliar a contribuição da técnica de MLPA na triagem molecular de 

alterações genéticas dentro de uma amostra de pacientes com CHD. 
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Abstract 

 

 

Background: The normal development of the heart comprises a highly regulated 

machinery of genetic events, involving important transcriptional factors. Structural 

changes in the heart, which characterize congenital heart disease (CHD), have been 

strongly associated with chromosomal abnormalities and copy number variants (CNVs) 

which are risk factors for the development of CHD. Our goal was to investigate through 

the Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) technique, the presence 

of CNVs in reference genes for normal cardiac development in patients with CHD. 

Methods: GATA4, NKX2-5, TBX5, BMP4 and CRELDl genes and 22q11.2 

chromosome region were analyzed in 207 patients with CHD (age 1 day±13 years) 

admitted for the first time in a cardiac intensive care unit from a pediatric hospital, using 

MLPA SALSA P311-B1 CHD kit. Results: CNVs were detected in 7 patients (3.4%); 4 

cases of 22q11.2 deletion syndrome (1.9%), 2 cases of GATA4 deletion (1%) and 1 case 

of 22q11.2 duplication syndrome (0.5%). No patients with alterations in the NKX2-5, 

TBX5, BMP4 and CRELDl genes were identified. Conclusion: DelGATA4 appears to 

be present in a significant number of CHD patients, especially those with septal defects, 

PLSVC, pulmonary artery abnormalities and extracardiac findings. GATA4 screening 

seems to be more effective when directed at these findings. The investigation of 

mutations in GATA4 and 22q11.2DS in CHD patients is important in anticipating the 

diagnosis, contributing to family planning. 

 
 

Keywords: congenital heart defects; MLPA; copy number variation; GATA4 

transcription factor; 22q11.2 deletion syndrome. 
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Background 

 

Congenital heart disease (CHD) consists of structural changes in the heart and 

large vessels and is recognized as the leading cause of neonatal mortality, affecting 

about 1% of newborns [1,2]. Regarding of CHDs etiology, 20% are attributed to 

chromosomal and/or to single-gene alterations; the remaining is a combination of 

genetic, epigenetic and environmental factors. Chromosomal abnormalities and copy 

number variants (CNVs) contribute to the risk of CHD [3]. 

The CNVs identification in GATA4, NKX2-5 and TBX5 are among mechanisms 

that may explain the CHD molecular basis since these transcription factors (TFs) are 

strongly involved in cardiogenesis. The altered expression of GATA4 (OMIM: 600576) 

results in common CHDs, such as atrial (ASD) and ventricular septal defects (VSD) and 

pulmonary stenosis (PS). Facial dysmorphisms and mental retardation may also be 

present [4-6]. It is believed that all TFs acts together by regulating the cardiac septum 

formation, whereas its haploinsufficiency results in developmental heart disorders [7]. 

Several clinical syndromes associated with CHDs have already been related to several 

CNVs. The first to be described was the 22q11 deletion syndrome (22q11DS) 

(OMIM:188400) that is among the most common human microdeletion syndromes [8]. 

Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) is a quantitative 

genomic scanning method used to identify changes in the DNA number copies from 

deletions and duplications [9]. The investigation of CNVs in patients with CHD through 

this technique can help in the early diagnosis and identification of the specific cause of 

the disease. 

Thus, we used the MLPA technique to investigate the presence of 22q11DS and 

CNVs in reference genes for normal cardiac development, in CHD patients at a referral 

hospital in Southern Brazil. 



31 
 

 

Methods 

 

All participants were recruited from cardiac intensive care unit (ICU) of the 

Hospital da Criança Santo Antônio (HCSA), Porto Alegre, RS, Brazil, during the period 

of 1 year. This hospital belongs to the Santa Casa of Misericórdia of Porto Alegre 

(SCMPA) and is a reference center for the evaluation and treatment of patients with 

CHD. 

Peripheral blood was collected from all participants for genomic DNA extraction 

from lymphocytes by standard protocol. The MLPA assay was performed by SALSA 

P311-B1 CHD kit for CNVs screening in GATA4, NKX2-5, TBX5, BMP4 and CRELDl 

genes and 22q11.2 chromosome region following the manufacturer's recommendations 

(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands). The fragments obtained by ABI3130 

sequencer were analyzed with the use of the Coffalyser software (MRC-Holland), which 

normalizes the signals from all probes and compare them with reference samples. For 

each comparative analysis, three normal controls were used. 

These patients belong to the study developed by Rosa et al. [10], in which high 

resolution GTG-Banding karyotype and fluorescence in situ hybridization (FISH) 

technique for 22q11 microdeletion were performed, using the DiGeorge/VCFS Region 

Probe (TUPLE1) (Vysis, Abbott Laboratories, AbbottPark, IL), following a standard 

codenaturation protocol. 

All patients also underwent a physical examination performed by only one 

clinical geneticist (RFMR) that classified the patients based on their dysmorphisms in 

syndromic or non-syndromic. The CHDs were described based on the results of the 

echocardiography, cardiac catheterization and surgical description, following the 

classification suggested by Botto et al. [11]. Family history of CHD was noted when 

present. The study was approved by the institutional Ethics Committee. 



32 
 

 

Results 

 

A total of 210 patients were hospitalized in the cardiac ICU of the HCSA during 

the period of the study. From them, 3 individuals were excluded due to lack of DNA 

sample for the MLPA analysis. Thus, our final sample consisted of 207 patients, 110 

males (52.4%), with ages ranging from 1 day to 13 years (median of 220 days, ranging 

from 1 day to 13.5 years). Most of them were of Caucasian origin (79%) and were 

hospitalized for performance of cardiac surgery (74.8%), cardiologic evaluation (14.1%) 

and cardiac catheterization (9.2%). The main CHDs observed consisted of ventricular 

septal defects (VSDs) (17.4%), atrial septal defects (ASDs) (15.9%), tetralogy of Fallot 

(11.1%), coarctation of the aorta (10.6%) and atrioventricular septal defects (9.7%). 

Sixty-four patients (30.9%) were classified as syndromic. Familial recurrence of CHD 

was observed in 15.7% of the sample individuals. 

Chromosomal anomalies detected through karyotype were detected in 29 

patients (14%) and consisted of trisomy 21 (n=24), trisomy 18 (n=2), triple X (n=1), 

17p duplication (n=1) and additional chromosome material next to 18p (n=1). The 

22qq11 microdeletion was identified through FISH in 4 patients (1.9%). 

MLPA assay detected alterations in 7 patients (3.4%) (Table 1). We identified a 

heterozygous deletion of the seven exons of GATA4 (delGATA4) in 2 patients (0.96%) 

(Figure 1A). The clinical findings presented by the patients can be seen in Table 1. Both 

were male patients. One child had a VSD and the other a pulmonary stenosis (PS). It is 

noteworthy that both presented an associated persistence of left superior vena cava 

(PLSVC) and an ostium secundum-type ASD. Moreover, they also had a membranous- 

type VSD and an abnormality of the pulmonary artery (a bicuspid pulmonary valve and 

a PS, respectively). Only one was considered syndromic through the evaluation by 

physical exam. It is noteworthy that this patient had a previous suspicion of Williams- 
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Beuren syndrome (WBS) (patient 2) (Figure 1A). However, the additional analysis 

through MLPA for abnormalities in 7q11.23 (the region of WBS) did not confirm this 

associated diagnosis. Complementary evaluations disclosed the presence of an 

asymptomatic ectopic kidney in the patient 1. Thus, both presented associated 

extracardiac findings, however, their phenotypes seem to be different. Perhaps, this 

could be explained by different sizes of the deletions involving the GATA4 presented by 

the patients, since the MLPA only evaluated the involvement of this gene. None of them 

had a family history of CHD (Table 1). The frequency of delGATA4 among patients 

with VSDs (n=36) was 2.8% and among those with pulmonary stenosis/atresia (n=9) 

was 11.1%. From 14 patients with PLSVC of the total sample (6.8%), 2 (14.3%) had 

delGATA4. It is noteworthy that from 4 patients with PLSVC associated to an 

abnormality of the pulmonary artery, 2 (50%) presented delGATA4. 

In addition, the most prevalent CNV was the heterozygous deletion in the 

22q11.2 (22q11DS) identified in 4 patients (1.9%) (Figure 1B). These results confirm 

those previously found by Rosa et al. [10] through fluorescence in situ hybridization 

(FISH) technique. However, 1 patient had a heterozygous duplication in the 22q11.2 

region (22q11DupS) (0.5%) (Figure 1C), which was not detected by FISH in the 

previous study. Duplication occurred in a region close to FISH probes hybridization 

site. No alterations were identified in the NKX2-5, TBX5, BMP4 and CRELDl genes. 
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Table 1. Copy number variations (CNVs) detected by multiplex ligation dependent 

probe amplification (MLPA) and clinical phenotype of congenital heart disease (CHD) 

patients. 

 PATIENT  

CLINICAL AND GENETIC FEATURES 1 2 7 

CNV delGATA4 delGATA4 dup22q11 

Syndromic N Y N 

Age 1y 1m 17d 1y 10m 17d 3y 3m 13d 

Growth retardation 

Microcephaly 

 
+ 

 + 

Craniofacial features 

High forehead 

  
+ 

 

Broad foreahead 

Telecanthus 

  + 

+ 

Upslanting palpebral fissures 

Epicantic folds 

  
+ 

 
+ 

Hypoplastic nares 

Long philtrum 

+ 

+ 

 
+ 

 

Thin upper lip 

High arched palate 

+  
+ 

 

Micrognathia 

Overfold helix 

+ + 

+ 

 

Preauricular pits 

Congenital Heart Defects 

  + 

ASD + +  

VSD + +  

PLSVC + +  

PVS  +  

Subvalvular aortic ring   + 

Renal anomalies 

Ectopic Kidney + 

Mental retardation + 
 

CNV: copy number variation; N: No; Y: Yes; y: years; m: month; d: days; 

ASD: atrial septal defect; VSD: ventricular septal defect; PLSVC: persistent 

left superior vena cava; PVS: pulmonary valve stenosis. 
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Figure 1. Multiplex ligation dependent probe amplification P311-B1 CHD analysis. 

MLPA analysis (A) positive for deletion of the GATA4 (patients 1 and 2); (B) positive 

for 22q11.2DS (patients 3,4,5 and 6) and (C) positive for 22q11DupS (patient 7). 

 

 
Legends: Reference values: DQ (dosage quotient); Normal (between red and blue lines) 

 

0.80 < DQ < 1.2; heterozygous deletion (red dots) 0.40 < DQ < 0.65; heterozygous 

duplication (blue dots) 1.30 < DQ < 1.65. 

 
 

Discussion 

 

The emergence of molecular cytogenetic techniques, as MLPA, improved the 

detection of CNVs. Panels of nucleotide variants and CNVs when combined have 

demonstrated efficiency as first line diagnostic tests in constitutional imbalances with a 

detection potential of 15-30% of CHD-causing variants [12-13]. Here, genomic 

scanning detected CNVs in 3.4% of the patients tested, a similar result found by 

Sorensen et al. [14] (3.2%) and below the frequencies described by Monteiro et al. [15] 

(23.4%) and Campos et al. [16] (17.9%). The authors believe that these variations 

probably were caused by the criteria for patient selection. 
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It is known that CNVs involving GATA4, located at 8p23.1, are associated with 

CHDs, where the mechanism of pathogenicity leads to gene haploinsufficiency. The 

most frequent defects are VSDs and ASDs. Our study identified delGATA4 (~151kb) in 

2 patients (0.96%) (Figure 1A). Pulmonary stenosis, a CHD also associated to 

delGATA4, was observed in one of our patients. Other complex defects, as Tetralogy of 

Fallot and double-outlet right ventricle, have been also described in individuals with 

delGATA4. Facial dysmorphisms and mental retardation may be present, especially in 

patients with larger 8p deletions involving GATA4 [5,6] (our 2 patients had facial 

dysmorphisms, in special the patient 2). Our data agree with the report made by El Malti 

et al. [13] who detected 1 case among 154 patients (0.7%). Moreover, recent studies 

have not detected patients with GATA4 alterations, despite the similarity of the clinical 

phenotype of the patients [17-19]. 

DelGATA4 are described in CHD familial cases with overlapping of phenotypes 

and cardiac septum defects. In these cases, the interaction of GATA4, TBX5 and NKX2-5 

is interrupted [4,5], which lead to proliferation defects of cardiomyocytes during 

embryogenesis [20]. In our sample, however, none of our patients with delGATA4 had a 

family history of CHD. 

Among the 207 patients evaluated, 4 cases presented 22q11DS (~630kb) 

[22q11:17,847,478-18,477,850 (hg18)], covering CDC45, GPlBB and DGCR8 genes 

(Figure 1B). In addition, 1 case presented 22q11DupS (Figure 1C and Table 1). The 

22q11DS has a very heterogeneous phenotype that includes CHD, hypocalcemia, 

immunodeficiency, facial dysmorphic and neurodevelopment disorders [8], 

corroborating with the clinical findings of this study. Rosa et al. [10] previously 

described the clinical features of our 22q11DS patients. The 22q11DS is among the 

main causes of CHD [10], and it was the most frequent alteration found in our study 
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(1.9%). This finding agrees with the literature, where the detection rate described has 

ranged from 0.4% to 8.5% [11,13-15,18]. The detection of 22q11DupS is reported as 

less common, ranging from 0.7% to 2.5% [13,14,16], a similar frequency to us (0.5%). 

The identification of 22q11DupS has increased due to the screening techniques 

currently used. However, its prevalence and definitive phenotype remain unknown [21]. 

 
 

Conclusions 

 

Thus, delGATA4 seems to be present in a significant number of patients with 

CHD, especially those with septal defects, PLSVC, an abnormality of the pulmonary 

artery and extracardiac findings (perhaps, features that recalling patients with WBS, and 

renal abnormalities). Maybe, the testing for delGATA4 should be directed to patients 

with these findings. The frequency of abnormalities involving GATA4 can be even 

higher and depends on the technique used for its detection. Based on all this, we believe 

that the inclusion of mutations research involving GATA4 gene should be considered in 

the screening of patients with CHD. 

Investigation of GATA4 mutations and of 22q11.2 deletion syndrome in CHD 

patients are important in prenatal care and in anticipation of diagnoses, contributing to 

family planning through appropriate genetic counseling. The identification of them is 

important, because it may assist in the early diagnosis and management of extracardiac 

symptoms, reducing the consequences of the disease. Understanding the etiology of 

CHD will aid in the incorporation of therapeutic and preventive interventions that use 

molecular approaches as a screening method, increasing the role of genetics in clinical 

care. 
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List of abbreviations 

 

 

22q11DS 22q11 deletion syndrome 

22q11DupS 22q11 duplication syndrome 

ASD Atrial septal defect 

CHD Congenital heart disease 

 

CNV Copy number variation 

 

FISH Fluorescence in situ hybridization 

 

MLPA Multiplex ligation-dependent probe amplification 

PCR Polymerase chain reaction 

PLSVC Persistent left superior vena cava 

PS Pulmonary stenosis 

VSD Ventricular septal defect 
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5. CONCLUSÕES 

 
 

Este estudo demonstrou que a investigação de mutações em GATA4 e 

de 22q11.2DS em pacientes com CHD são importantes no cuidado pré-natal e 

na antecipação do diagnóstico, contribuindo para o planejamento familiar 

através de um aconselhamento genético apropriado. 

Assim, a delGATA4 parece estar presente em um número significativo 

de pacientes com CHD, especialmente aqueles com defeitos septais, veia cava 

superior esquerda persistente (PLSCV), alterações da artéria pulmonar e 

achados extracardíacos (talvez, características que lembrem pacientes com 

SWB e alterações renais). Ainda, o teste para delGATA4 parece ser mais 

efetivo quando direcionado para pacientes com estes achados. A frequência de 

alterações envolvendo GATA4 pode ser ainda maior e depende da técnica 

utilizada para sua detecção. Com base nisso, acredita-se que a inclusão de 

mutações envolvendo o gene GATA4 deve ser considerada na triagem de 

pacientes com CHD. Essa identificação é importante, pois pode auxiliar no 

diagnóstico precoce e no manejo dos sintomas extracardíacos, reduzindo as 

consequências da doença. 

A CHD ainda representa um problema de saúde pública, pois muitas 

malformações complexas necessitam de serviços especializados. Por isso, 

compreender a etiologia da CHD fornecerá novos conhecimentos para o 

tratamento individualizado de cada paciente e ajudará na incorporação de 

intervenções terapêuticas e preventivas que usam abordagens moleculares 

como método de triagem, aumentando o papel da genética no atendimento 

clínico. 
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6. ANEXOS 
 

6.1 Parecer do Comitê de Ética da UFCSPA 
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6.2 Parecer do Comitê de Ética da ISCMPA 
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