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Resumo 
 
Introdução: A cardiopatia congênita (CHD) é o tipo mais comum de defeito 

congênito, sendo uma das principais causas de mortalidade no primeiro ano de 

vida. As síndromes de microdeleções e microduplicações (MMS) podem estar 

associadas a malformações cardíacas. A compreensão dos fatores genéticos 

envolvidos nestas condições tem um impacto direto na decisão do tratamento. O 

objetivo foi identificar alterações genéticas associadas ao desenvolvimento de 

MMS em pacientes pediátricos com CHD avaliados em um serviço de referência 

do Sul do Brasil. Métodos: 210 participantes foram recrutados durante os anos 

de 2005 e 2006, na unidade de terapia intensiva (UTI) de um hospital pediátrico. 

MMs e regiões do cromossomo 22 foram avaliadas pelo kit SALSA MLPA 

Probemix P245 Microdeletion Syndromes-1A para detecção de variações de 

número de cópias (CNVs). Resultados: MMS foram detectados em 11 dos 207 

pacientes (5,3%) avaliados. A deleção heterozigota na região do cromossomo 

22q11.2 foi o CNV mais prevalecente (5 dos 11 pacientes). Também foram 

detectadas deleções atípicas de RTDR1 e uma duplicação em 22q11.2. O MLPA 

também identificou microdeleções nos genes SNRPN e NF1 em pacientes com 

cariótipo normal. Conclusão: O estudo revelou a prevalência e variabilidade de 

alterações genômicas associadas com MMS em pacientes pediátricos com CHD. 

Os resultados trazidos pela utilização do MLPA são de grande ajuda no 

planejamento e cuidados especializados. 

 
 

Palavras-chave: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; cardiopatia 

congênita; variação do número de cópias do DNA; Síndrome de deleção 

22q11.2. 



Abstract 
 
Introduction: Congenital heart disease (CHD) is the most common type of 

congenital defect, reported to be one of the leading causes of mortality in the first 

year of life. Microdeletion and microduplication syndromes (MMS) can be 

associated with cardiac malformations. Understanding which genetic factors are 

involved in these conditions directly impacts treatment decisions. We aimed to 

identify genetic alterations associated with MMS in CHD pediatric patients 

evaluated in a reference service of Southern Brazil. Methods: 210 participants 

were recruited during 2005/2006, in the intensive care unit (ICU) of a pediatric 

hospital. MMs and regions of chromosome 22 were screened by SALSA MLPA 

Probemix P245 Microdeletions Syndromes-1A kit for detection of copy number 

variations (CNVs). Results: MMS were detected in 11 from 207 patients (5.3%). 

Heterozygous deletion in the 22q11.2 chromosome region was the most 

prevalent CNV (5 from the 11 patients). Also, atypical RTDR1 deletion and 

22q11.2 duplication were detected. MLPA was able to reveal microdeletions in 

SNRPN and NF1 genes in patients with normal karyotype and FISH. 

Conclusion: Our study reported the prevalence and variability of genomic 

alterations associated with MMS in CHD pediatric patients. The results brought 

using MLPA are of great help in planning and specialized care. 

 
 

Keywords: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; congenital heart 

disease; DNA Copy Number Variation; 22q11.2 Deletion Syndrome 



Lista de abreviaturas 
 
CGH: do inglês, comparative genomic hybridization 

 
CHD: do inglês, congenital heart disease 

CNV: do inglês, copy number variation 

DNA: do inglês, deoxyribonucleic acid 

EDTA: do inglês, ethylenediaminetetraacetic acid 

FISH: do inglês, fluorescence in situ hybridization 

HCSA: Hospital da Criança Santo Antônio 

MLPA: do inglês, multiplex ligation-dependent probe amplification 
 
PCR: do inglês, polymerase chain reaction 

SNP: do inglês, single nucleotide polymorphism 

UTI: Unidade de Terapia Intensiva 

 
 

Lista de Figuras 

Figura 1 Variação da etiologia da cardiopatia congênita ................................. 12 

Lista de Tabelas 

Tabela 1 - Principais síndromes de microdeleções e microduplicações descritas 

na literatura ..................................................................................................... 10 



SUMÁRIO 

1. REFERENCIAL TEÓRICO .............................................................................9 

1.1 Estratégias de análise genética e suas aplicações no estudo de síndromes 

de microdeleções e microduplicações .............................................................. 16 

2. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................. 21 

3. OBJETIVOS ................................................................................................. 25 

3.1 GERAL ....................................................................................................... 25 

3.2 ESPECÍFICOS ........................................................................................... 25 

4. ARTIGO CIENTÍFICO .................................................................................. 26 

5. CONCLUSÃO .............................................................................................. 46 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS ......................................................................... 47 

ANEXOS .......................................................................................................... 49 

ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

UFCSPA .......................................................................................................... 49 

ANEXO B – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

(ISCMPA) ......................................................................................................... 50 

  ANEXO C – Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa da UFCSPA ................... 51 



9 
 

 
1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 

As síndromes de microdeleções e microduplicações são definidas como 

um grupo de doenças clinicamente reconhecidas, caracterizadas por pequenas 

deleções ou duplicações de um segmento cromossômico, menor que 5 

megabases (Mb) que abrange vários genes envolvidos em determinadas 

condições de saúde. O fenótipo é o resultado da haploinsuficiência ou aumento 

da expressão de genes específicos dentro de um intervalo crítico (WATSON et 

al., 2014). 

Suspeita-se do diagnóstico pós-natal pelo aspecto clínico, podendo este 

ser confirmado por análise cromossômica molecular. As síndromes de 

microdeleção são melhor definidas que as síndromes de microduplicação. O 

significado de muitas microduplicações ainda não está claro (WATSON et al., 

2014; WEISE et al., 2012). 

Microdeleções e microduplicações clinicamente significativas parecem 

ocorrer de forma esporádica, apesar disso, famílias inteiras podem ser 

diagnosticadas depois que se descobre que uma criança tem alguma 

anormalidade (WATSON et al., 2014). 

Inúmeras síndromes de microdeleção foram identificadas com 

manifestações amplamente variadas. Síndromes clinicamente bem descritas, 

para as quais o envolvimento de múltiplos genes foi estabelecido ou é fortemente 

suspeito, incluem síndrome de DiGeorge (microdeleção 22q11 ou 22q11.2DS), 

síndrome de Williams-Beuren (microdeleção 7q11), Neurofibromatose tipo 1 

(microdeleção 17q11), Síndrome de Smith-Magenis (microdeleção 17p), entre 

outras. Portadores das síndromes de microdeleção ou microduplicação 
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apresentam incapacidade intelectual, atraso de desenvolvimento, alterações 

congênitas e/ou características dismórficas (CARVILL; MEFFORD, 2013; 

NEVADO et al., 2014). Na Tabela 1 são descritas as principais síndromes de 

microdeleções e microduplicações. 

 
Tabela 1 - Principais síndromes de microdeleções e microduplicações descritas na literatura 

 

Nome da síndrome Locus gênico OMIM 

Síndrome de deleção 1p36 1p36 607872 

Síndrome de microdeleção 2p16.1-p15 2p16.1-p15 612513 

Síndrome de microdeleção/microduplicação 2q23.1 2q23.1 156200 

Síndrome de Glass 2q32-q33 612313 

Síndrome de microdeleção 3q29 3q29 609425 

Síndrome de microduplicação 3q29 3q29 611936 

Síndrome de Wolf-Hirschhorn 4p16.3 194190 

Síndrome de Cri-du-Chat 5p15 123450 

Síndrome de Sotos 5q35.3 117550 

Síndrome Williams-Beuren 7q11.23 194050 

Síndrome de duplicação de Williams-Beuren 7q11.23 609757 

Síndrome de Langer-Giedion 8q24.11-q24.13 150230 

Síndrome de microdeleção 9q22.3 9q22.3 - 

Síndrome DiGeorge-2 10p13-p14 601362 

Síndrome de Prader-Willi 15q11.2 176270 

Síndrome de Angelman 15q11.2 105830 

Síndrome de Witteveen-Kolk*/síndrome de microdeleção 
15q24 

15q24 613406 

Síndrome de Rubinstein-Taybi 16p13.3 180849 

Síndrome de Miller-Dieker 17p13.3 247200 

Lisencefalia tipo 1 17p13.3 607432 

Síndrome de Smith-Magenis 17p11.2 182290 

Síndrome de Potocki-Lupski 17p11.2 610883 

Síndrome de microdeleção NF1 17p11.2 613675 

Síndrome de Koolen-de Vries 17q21.31 610443 

Síndrome de microduplicação 17q21.31 17q21.31 613533 

Síndrome DiGeorge 22q11. 2 188400 

Síndrome de microduplicação 22q11.2 22q11. 2 608363 

Síndrome de deleção distal 22q11.2 22q11. 2 611867 

Síndrome de Phelan-McDermid 22q13 606232 

Síndrome de Rett Xq28 312750 

Síndrome de microduplicação de MECP Xq28 300260 

Adaptado de www.mrcholland.com 
 

O conhecimento sobre a cardiopatia congênita - CHD (do inglês, 

congenital heart disease) aumentou muito desde sua descrição e classificação, 

facilitando o diagnóstico e possibilitando a intervenção clínica precoce ainda 
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durante o período pré-natal. O avanço do conhecimento na área da genética, 

definiu de forma precisa o papel dos genes responsáveis por diferentes 

síndromes, identificando reguladores e moduladores de sinalização molecular, 

críticos para a morfogênese cardíaca (CALCAGNI et al., 2017). 

Apesar de toda a tecnologia aplicada ao diagnóstico e tratamento, a CHD 

ainda é uma das principais causas de morbidade e mortalidade infantil, afetando 

cerca de 1,0% dos nascidos vivos, e quando associada a alterações 

extracardíacas afeta 25,0% desta mesma população, sendo caracterizada como 

uma síndrome (BRUNEAU, 2008; HOFFMAN; KAPLAN, 2002). 

A maioria dos casos de CHD ocorre por motivos desconhecidos através 

da combinação de fatores genéticos e não genéticos (Figura 1) (BLUE et al., 

2012). A etiologia genética é atribuída em cerca de 90,0% dos casos de CHD, 

apesar disso, 56,0% dos casos ficam sem resolução. As variações no número 

de cópias do DNA - CNVs (do inglês, copy number variation) e aneuploidias 

representam 23,0%, com tipos adicionais de variação genética sendo 

identificados por sequenciamento de alto rendimento (DIAB et al., 2021; FAHED; 

NEMER, 2012). As CNVs incluem duplicações e deleções cromossômicas com 

tamanho variado de 1 Kb a vários Mb e são utilizadas para identificar genes 

candidatos (ANDERSEN; TROELSEN; LARSEN, 2014; RICHARDS; GARG, 

2010). Os primeiros genótipos de risco identificados para CHD foram mutações 

de novo (DNMs), muitas das quais ocorrem em genes modificadores de 

cromatina (DIAB et al., 2021). 
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Figura 1 Variação da etiologia da cardiopatia congênita. Adaptado de Diab, 2021. DNMs - do 

inglês, de novo mutation. TOF - Tetralogia de Fallot (CAVADINO et al., 2021; HEDERMANN et 

al., 2021; JENKINS et al., 2007; JIN et al., 2017; KALISCH-SMITH; VED; SPARROW, 2020; 

ZAIDI et al., 2013; ZHANG et al., 2021). 

 

 
Mudanças no número de cópias de segmentos específicos do DNA são 

frequentemente associadas à etiologia ou predisposição para a malformação 

cardíaca. Tais alterações podem incluir deleções e duplicações de inúmeros 

pares de bases ou alterações submicroscópicas - microdeleções e 

microduplicações - envolvendo apenas um único éxon (SCHOUTEN, 2002). A 

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

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

afetados (BLUE et al., 2012). As CNVs, mutações somáticas, alterações nas 

taxas transcricionais e microRNA estão entre os mecanismos que podem 

explicar a base molecular da CHD (ANDERSEN; TROELSEN; LARSEN, 2014; 

RICHARDS; GARG, 2010). 
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Inúmeras CNVs já foram caracterizadas e associadas a síndromes 

clínicas com CHD. Uma das primeiras a ser descrita foi a deleção de 3 Mb do 

braço longo do cromossomo 22 (del22q11.2). A 22q11.2DS ou síndrome 

Velocardiofacial é a síndrome de microdeleção mais comum e apresenta um 

fenótipo variável, que vai desde características leves a graves e com risco de 

vida. A face longa e estreita com nariz tubular, fendas palpebrais finas e uma 

boca pequena estão presentes em mais de 90,0% dos casos. Além da CHD, os 

portadores apresentam hipocalcemia, imunodeficiência e desordens de 

neurodesenvolvimento (SIMMONS; BRUECKNER, 2017). 

A região deletada do cromossomo 22 abrange o fator de transcrição 

TBX1. 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 epigenética 

(FULCOLI et al., 2016; JEROME; PAPAIOANNOU, 2001). 

Diretrizes atuais recomendam o rastreio de qualquer criança ou adulto 

com defeito cardíaco típico da síndrome 22q11.2DS, uma vez que existem 

importantes questões clínicas, de neurodesenvolvimento, psiquiátricas e 

reprodutivas específicas da idade para serem abordadas (PIERPONT et al., 

2018). 

Outras doenças genéticas como a síndrome de Williams (del7p11.23) e a 

síndrome de microduplicação 22q11.2 (22q11.2DupS) também são associadas 

a CNVs de tamanho variável, em genes sensíveis à dosagem e com amplo 

espectro fenotípico que inclui a CHD (ANDERSEN; TROELSEN; LARSEN, 2014; 

OU et al., 2008). 
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Defeitos de gene único que levam a síndromes com presença de CHD 

são frequentemente investigados. Mutações em TBX5 causam duas condições 

marcadas por defeitos septais, a tetralogia de Fallot (TOF) e a rara síndrome de 

Holt-Oram (BABAN et al., 2014; MORI; BRUNEAU, 2004). Alterações em GATA4 

e NKX2-5 também são amplamente estudadas, pois são genes conhecidos pela 

sua participação no desenvolvimento cardíaco normal (GARG et al., 2003; 

SCHOTT et al., 1998). 

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 sua 

correspondência com o fenótipo clínico do paciente. 

Recentemente alguns estudos aumentaram significativamente a 

compreensão sobre a etiologia genética da CHD e vias moleculares associadas. 

A partir disso, se entende que não são identificados metade dos genes que 

compõem os 10,0% de CHD causados por mutações DNMs patogênicas. Isto 

indica que uma parte dos casos de CHD genética não resolvida apresenta DNMs 

patogênicas não reconhecidas (DIAB et al., 2021). 

Espera-se que o conjunto de DNMs conhecidas ou transmitidas 

(dominante ou recessivamente), que contribuem para a CHD, aumentem nos 

próximos anos à medida que as coortes de CHD são recrutadas e analisadas. 

Essas iniciativas trazem à luz novos genes de risco para CHD, possibilitando a 

criação de painéis alvo que possam ter impacto clínico a curto prazo (DIAB et 

al., 2021). 
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Na tentativa de elucidar as causas genéticas da CHD, estão sendo 

utilizados escores de risco poligênicos (PRS). Estes escores eram utilizados 

inicialmente para quantificar o risco genético para doenças comuns, como 

doença coronariana aguda, doenças psiquiátricas e tipos de câncer (LEWIS; 

VASSOS, 2020). No contexto da CHD, eles são utilizados para oferecer uma 

visão potencial da etiologia genética dos pacientes cuja doença não pode ser 

explicada por causas monogênicas. 

Devido a heterogeneidade das causas da CHD, a identificação precoce 

da malformação e possível associação às síndromes de microdeleções e 

microduplicações são importantes em termos de decisão clínica para 

intervenção médica rápida sempre que necessário (EL MALTI et al., 2016). 

A maioria das crianças com CHD sobrevive até a idade adulta. Do ponto 

de vista clínico, a consulta com um geneticista, apoiando o cardiologista 

pediátrico, pode ser útil em crianças com síndromes genéticas quando as 

implicações cardíacas não são claras. Uma vez que a disponibilidade e precisão 

do rastreio pré-natal para problemas cardíacos varia, os pediatras devem 

permanecer vigilantes para os recém-nascidos que apresentem sintomas que 

sugiram CHD. As crianças com CHD precisam de cuidados pediátricos 

abrangentes que considerem o aumento do risco de problemas de crescimento, 

atraso no desenvolvimento, e distúrbios de saúde mental nesta população 

(SCOTT; NEAL, 2021). 

Embora um longo caminho na identificação das causas de CHD tenha 

sido percorrido, são necessários mais trabalhos para finalizar a jornada 

diagnóstica de famílias com CHD. Poucos estudos foram publicados avaliando 

o perfil clínico e genético da CHD na América Latina, a maioria está relacionada 
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ao Estudo Colaborativo Latino-Americano de Malformações Congênitas 

(ECLAMC), um programa de investigação clínica e epidemiológica de fatores de 

risco na etiologia de anomalias congênitas (CASTILLA; ORIOLI, 2004). Existem 

explicações genéticas complexas sobre a CHD, mas serão necessárias 

estratégias de análise aplicadas a coortes grandes antes de fornecer 

diagnósticos moleculares a pacientes geneticamente não resolvidos. 

A participação do geneticista na 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 (CASTILLA; ORIOLI, 2004). 

Assim, enfatiza-se a necessidade de testagem genética em indivíduos 

afetados para investigação de mutações, objetivando o desenvolvimento de 

novas medidas profiláticas, estratégias de tratamento e até mesmo novas 

terapias. 

 

1.1 Estratégias de análise genética e suas aplicações no estudo de síndromes 

de microdeleções e microduplicações 

 
 

As síndromes de deleção cromossômica diferem das síndromes de 

microdeleção pela sua capacidade de serem detectadas pelo exame de 

cariótipo. As microdeleções envolvem segmentos menores (1-3 Mb) e são 

identificadas apenas por sondas fluorescentes e análise por microarranjo 

cromossômico (DIGILIO; MARINO, 2016; JANSEN et al., 2015). 
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As metodologias de citogenética molecular melhoraram a capacidade de 

detecção de CNVs em sequências cromossômicas, possibilitando a obtenção 

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 molecular destes pacientes (LEE; 

IAFRATE; BROTHMAN, 2007; PIERPONT et al., 2018). 

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). Devido a impossibilidade de detectar 

alterações menores pelo cariótipo, foi desenvolvida a FISH, que através da 

hibridização do DNA alvo com sondas fluorescentes (RUDKIN; STOLLAR, 1977) 

aumentou o poder de resolução dos testes citogenéticos, melhorando a análise 

de cromossomos inteiros e sendo capaz de detectar microdeleções e/ou 

microduplicações e rearranjos cromossômicos complexos (>40 kb) (JENSEN, 

2014). 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 paciente (GOZZETTI; LE BEAU, 2000). A fim de aumentar a 

disponibilidade de sondas comercializadas, Dorfman et al. (DORFMAN et al., 

2021) publicou recentemente o método in house para desenvolvimento de 

sondas para FISH, fato que permite a personalização do teste com custo 8 vezes 

menor. Apesar disso, para análises de microdeleções e microduplicações a FISH 

não é indicada. 
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O MLPA aparece como uma opção de teste com alto rendimento, baixo 

custo com análise simultânea de 96 amostras e com resultados em até 24h, onde 

é possível detectar CNVs em genes específicos e pequenos rearranjos 

intragênicos (LEE; IAFRATE; BROTHMAN, 2007; SCHOUTEN, 2002; SLATER, 

2003). Assim, permite o estudo de várias regiões do genoma em uma única 

reação (>40 sequências) e com sequências alvo curtas (60-80nt) pode identificar 

deleções e duplicações de genes únicos extremamente pequenas (<40kb) 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 genéticas (SCHOUTEN, 2002; STUPPIA et al., 2012). 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 utilizado (KOZLOWSKI; JASINSKA; KWIATKOWSKI, 2008). 

Na mesma linha, o array-CGH é capaz de analisar o genoma completo 

em alta resolução, detectando rearranjos cromossômicos desbalanceados muito 

pequenos, sendo uma ótima ferramenta na análise de microdeleções e/ou 

microduplicações. Apesar disso, ainda possui um alto custo, limitando a sua 

utilização pelas instituições de saúde, especialmente filantrópicas (LEE; 

IAFRATE; BROTHMAN, 2007; STUPPIA et al., 2012). 

Dentre as metodologias abordadas, a MLPA se apresenta como um 

promissor método de triagem genética e ferramenta de confirmação diagnóstica. 

Na investigação de síndromes de microdeleção e/ou microduplicação pode 

auxiliar no diagnóstico precoce, antecipando o manejo terapêutico. Atualmente 

existem mais de 300 kits de MLPA para diferentes condições clínicas, sendo 3 
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kits específicos para síndromes de microdeleções e microduplicações (P064, 

P245 e P297) (MRC HOLLAND, [s.d.]). 

A técnica de MLPA pode ser utilizada no rastreio neonatal não invasivo, 

sendo recomendada para a investigação de alterações genéticas em fetos com 

anormalidades ultrassonográficas e aumento da transluscência nucal, mas que 

apresentaram cariótipo normal. Sua utilização é indicada na saúde suplementar 

para confirmação de diagnósticos e atualmente já está incorporada pelo Sistema 

Único de Saúde (SUS) para diagnóstico de doenças raras. Para estes casos, o 

valor não ultrapassa 250,00 reais/teste, sendo compatível a sua utilização com 

a sustentabilidade do sistema de saúde (AGÊNCIA NACIONAL DE SAÚDE 

SUPLEMENTAR (ANS), [s.d.]). 

Ao longo do tempo, coortes de pacientes com CHD vem sendo analisadas 

com o auxílio do MLPA. Pineda et al. (PINEDA et al., 2021), avaliaram 32 

pacientes com CHD isoladas durante o período neonatal em diferentes hospitais 

de Bogotá. Foram encontrados CNVs na região cromossômica 22q11.2 em 7 

pacientes (21,9%), 6 com deleção típica (18,7%) e 1 paciente com duplicação 

atípica (3,1%). Em coortes maiores, Floriani et al. (FLORIANI et al., 2021), 

identificaram CNVs em 7/207 pacientes (3,4%) com CHD associada ou não a 

uma síndrome: 2 pacientes com delGATA4 (1,0%) e 1 paciente com dup22q11.2 

(0,5%), ambos sem diagnóstico prévio e 4 pacientes com del22q11.2 (22q11DS) 

(1,9%), com diagnóstico prévio por FISH. Na mesma linha, um estudo avaliou 

212 pacientes adultos e pediátricos combinando técnicas de MLPA, análise de 

microarranjo cromossômico e droplet digital PCR. CNVs patogênicas foram 

detectadas em 5,2% (11/212), variantes de significado incerto (VUS) em 0,9% e 

CNVs benignos em 1,8% da coorte global de CHD. Apesar da combinação de 
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técnicas, os autores afirmam que o MLPA provou ser um método de rastreio 

genético altamente eficiente para coorte de pacientes com CHD (ZODANU et al., 

2021). 

Estes estudos evidenciam a capacidade de triagem do MLPA com entrega 

de probabilidade diagnóstica a estes pacientes. Sabe-se que a taxa de detecção 

de CNVs para CHD em estudos com pacientes não selecionados pode variar de 

1,0-7,0%, já em recém-nascidos com CHD crítica este número sobe para 10,0%. 

Com isso, entende-se que sempre que bem indicado o MLPA pode ser utilizado 

como um teste de primeira linha (MILETIC et al., 2021). 

A fim de contribuir para estes achados, o presente investigou a ocorrência 

de alterações genéticas e sua associação a síndromes de microdeleções e 

microduplicações, em pacientes pediátricos portadores de CHD internados, 

durante os anos de 2005 e 2006, na UTI Cardiológica do Hospital da Criança 

Santo Antônio - Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 GERAL 

 

Determinar a prevalência de alterações em regiões cromossômicas 

associadas a síndromes de microdeleção/microduplicação através da técnica de 

MLPA em pacientes pediátricos com cardiopatia congênita, hospitalizados pela 

primeira vez na unidade de terapia intensiva (UTI) do Hospital da Criança Santo 

Antônio (HCSA). 

 

3.2 ESPECÍFICOS: 

 

1. Verificar a taxa de identificação diagnóstica para os pacientes cardiopatas 

que apresentaram cariótipo e FISH normais; 

2. Descrever os achados identificados através da técnica de MLPA e 

comparar com os aspectos clínicos dos pacientes; 

3. Avaliar a contribuição da técnica de MLPA no rastreamento de síndromes 

de microdeleção/microduplicação dentro de uma amostra de pacientes 

cardiopatas pediátricos. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Congenital heart disease (CHD) is the most common type of congenital 

defect, reported to be one of the leading causes of mortality in the first year of life. 

Microdeletion and microduplication syndromes (MMS) are associated with cardiac 

malformations. Understanding which genetic factors are involved in these conditions 

directly impacts treatment decisions. We aimed to identify the occurrence of genetic 

alterations and their association with MMS in CHD pediatric patients evaluated in a 

reference service of Southern Brazil. Methods: Participants were recruited during 2010, 

in the intensive care unit (ICU) of a pediatric hospital. MMs and regions of chromosome 

22 were screened by SALSA MLPA Probemix P245 Microdeletions Syndromes-1A kit 

for detection of copy number variations (CNVs). Results: MMS were detected in 11 from 

207 patients (5.3%). Heterozygous deletion in the 22q11.2 chromosome region was the 

most prevalent CNV (5 from the 11 patients). Also, atypical RTDR1 deletion and 22q11.2 

duplication were detected. MLPA was able to reveal microdeletions in SNRPN and NF1 

genes in patients with normal karyotype and FISH. Conclusion: Our study reported the 

prevalence and variability of genomic alterations associated with MMS in CHD pediatric 

patients. The results brought using MLPA are of great help in planning and specialized 

care. 

 
 

Keywords: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; congenital heart 

disease; DNA Copy Number Variation; 22q11.2 Deletion Syndrome 



28 
 

INTRODUCTION 

 

 

Congenital heart disease (CHD) occurs at birth and is the most common type of 

congenital defect, characterized by a malformation in the heart or large vessels. Reported 

to be one of the leading causes of mortality in the first year of life, affecting 1% of 

newborns per year in the United States [Calcagni et al., 2017; Hoffman & Kaplan, 2002] 

and 1.3-1.7% in Brazil [Brazil Ministry of Health, 2021]. Due to its different forms, CHD 

prognosis becomes difficult if it is not identified early [El Malti et al., 2016]. 

Understanding which genetic factors are associated with these malformations, such as 

microdeletion and microduplication syndromes (MMS), is important for treatment 

decision making, especially for severe patients who require rapid medical intervention. 

Few papers have been published in Latin America studying the clinical and genetic profile 

of these patients. Most are related to the Latin American Collaborative Study of 

Congenital Malformations (ECLAMC), which is a program of clinical and 

epidemiological investigation of risk factors in the etiology of congenital anomalies 

[Castilla & Orioli, 2004]. 

At least 20% of CHD are attributed to single or multiple gene chromosomal 

alterations. Still other cases are related to a combination of genetic, epigenetic, and 

environmental factors. Among the genetic conditions associated, MMS are commonly 

reported. MMS originates from submicroscopic copy number variations (CNVs) in 

different regions of the genome, which in turn lead to specific subchromosomal gains or 

losses [Deak et al., 2011]. The 22q11.2 deletion syndrome (22q11.2DS), Williams 

syndrome (del7p11.23) and 22q11.2 microduplication syndrome (22q11.2DupS) are 

frequently studied MMS and they have a broad phenotypic spectrum that includes CHD 

[Andersen et al., 2014; Ou et al., 2008]. The 22q11.2DS (OMIM:188400) is the most 



29 
 

common MMS and about 60-80% of cases have CHD, second only to Down syndrome 

in the group of syndromes associated with heart diseases [Goldmuntz, 2020; 

Mastroiacovo et al., 2005; Simmons & Brueckner, 2017]. 

Chromosomal microdeletions and microduplications can be detected by MLPA 

(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), which stands out for its high yield, 

low cost and possibility of simultaneous analysis with results in up to one day. It allows 

the analysis of different regions of the genome in a single reaction (>40 sequences) and 

with short target sequences (60-80nt) can identify small single gene deletions and 

duplications (<40 kb) that are not detected by fluorescent in situ hybridization (FISH), 

for example. Moreover, MLPA can be used as a genetic screening method acting as a 

diagnostic confirmation tool, facilitating personalized care. Thus, rare and complex cases 

that require surgical procedures and specialized care in reference centers are diagnosed 

more quickly, helping to optimize the flow of care [Lee et al., 2007; Schouten et al., 2002; 

Slater et al., 2003]. We aimed to identify the occurrence of genetic alterations and their 

association with MMS in CHD pediatric patients evaluated in a reference service of 

Southern Brazil. 

 
 

METHODS 

 

Participants were recruited from cardiac intensive care units (ICU) of the Hospital 

da Criança Santo Antônio (HCSA), Porto Alegre, RS, Brazil, a reference in the treatment 

of patients with CHD. The patients were evaluated by clinical geneticists and classified 

as syndromic and nonsyndromic according to the dysmorphisms. CHDs were described 

based on echocardiography, cardiac catheterization, and surgical description, following 

the classification suggested by Botto et al. [2001]. Family history was noted when 

present. 
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MLPA assay was performed using the SALSA MLPA Probemix P245 

Microdeletions Syndromes-1A kit for CNVs screening in genes to different MMS and 

22q11.2 chromosome region following the manufacturer’s recommendations [MRC- 

Holland, Amsterdam, The Netherlands]. Probe sequences are described in Table 1. 

Molecular analysis was performed by ABI3130 sequencing and Coffalyser software 

[MRC-Holland]. For each sample analyzed, commercial controls in triplicate were used. 

High resolution GTG-Banding karyotype and FISH technique for 

DiGeorge/Velocardiofacial syndrome (VCFS) (TUPLE1) were performed by Rosa et al. 

[2008] previously. 

 

 

RESULTS 

 

Total sample consisted of 207 CHD patients with 73 days (1 to 4934 days) median 

age and 52.7% male. Regarding origin, most patients came from countryside towns 

(58.9%) (only 12.6% were from the state capital). The main reasons for hospitalization in 

the ICU were cardiac surgery (74.8%) and catheterization (9.2%). Cyanotic and complex 

CHD were found in 68 (32.9%) and 67 patients (32.4%), respectively. The main CHD 

group consisted of septal defects (33.3%) and outflow tract defects (18.8%), with 17.4% 

ventricular septal defects, 15.9% atrial septal defects, 11.1% Tetralogy of Fallot, 10.6% 

aortic coarctation, and 9.7% atrioventricular septal defect; 15.5% of patients (32 cases) 

had a family history of CHD. 

Sixty-four patients (30.9%) were classified as syndromic, based on the physical 

examination and at least one major extracardiac malformation was verified in 51.7% of 

the sample. Previous analysis using high-resolution karyotype revealed chromosomal 

abnormalities in 29 patients (14.0%) and FISH in 4 (1.9%). Down's syndrome was 
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detected in 11.6% of the cases, (mostly full trisomy 21; only 2 patients had 21q 

isochromosome). All individuals with 22q11.2 microdeletion had normal karyotypes. 

MMS were detected in 11 patients by MLPA (5.3%) (Figure 1). Heterozygous 

deletion in the 22q11.2 chromosome region was the most prevalent CNV. Besides 

confirming the 22q11 deletions previously detected by Rosa et al. [2008] (P16, P77, P81 

and P113), MLPA showed an atypical deletion in RTDR1 gene located on chromosome 

22 (P186) and one heterozygous duplication of 22q11.2 region (22q11DupS; 0.5%) 

(P199), both changes not covered by FISH TUPLE 1 probe. Duplication occurred in a 

region close to the FISH probes hybridization site (chr22:19,523,027-20,891,214) 

(Genome Browser GRCh38/hg38). 

Figure 1. Flowchart of MMS diagnostic by FISH and MLPA in CHD patients. 
 

 

Legend: *Published data by Rosa et al. (2008). ** Published data by Floriani et al. 

(2021). 

Additionally, MLPA was able to detect microdeletions in SNRPN (P157) and NF1 

 

genes (P203), and in patients with karyotype and FISH normal (Figure 2). Miller-Dieker 



32 
 

syndrome (del17p13.3), Trisomy X and Wolf-Hirschhorn syndrome (del4p16.3) were 

identified in patients P35, P42, P47, respectively, findings consistent with abnormal 

karyotype (Table 2). Clinical and cytogenetic findings were described in Table 2. 

Figure 2. Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA) P245 Microdeletion 

syndromes-1A analysis of patients non detected/diagnosed by FISH. 

Legend: (a) Patient 199 positive for duplication of CLDN5, GP1BB, SNAP29 

(22q11DupS); (b) Patient P16 positive for deletion of CLDN5, GP1BB, SNAP29 

(22q11DS); (c) Patient 186 positive for deletion of RTDR1 (Distal 22q11.2DS); (d) 

Patient 157 positive for deletion of SNRPN (Prader-Willi/Angelman syndrome); (e) 

Patient 203 positive for deletion of NF1 (NF1 microdeletion syndrome). 
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Table 2. Clinical and cytogenetic fe atures of the genetic altera tions’ patie nts  

Patients P16 P35 P42 P47 P77 P81 P113 P157 P186 P199 P203 

Sex F F F F M M F M M M F 

Cytogenetic findings            

FISH Del22q11.2 Normal Normal Normal Del22q11.2 Del22q11.2 Del22q11.2 Normal Normal Normal Normal 

MLPA Del Dup Dup Del Del CLDN5, Del CLDN5, Del CLDN5, Del SNRPN Del RTDR1 Dup CLDN5, Del NF1 
 CLDN5, PAFAH1B1, MECP2 LETM1, GP1BB, GP1BB, GP1BB, (15q11.2) (22q11.22) GP1BB, (17q11.2) 
 GP1BB, RAI1, DRC3, (Xq28) WHSC1 SNAP29 SNAP29 SNAP29   SNAP29  

 SNAP29 

(22q11.21) 

LLGL1 

(17p13.3 and 

11.2) 

 (4p16.3) (22q11.21) (22q11.21) (22q11.21)   (22q11.21)  

Facial 

dysmorphisms 

           

Dolichocephaly   +  +   +    

Macrocephaly        +    

High forehead      + +  + +  

Telecanthus          +  

Epicantic folds    +  + + + + + + 

Upslanting 
palpebral fissures 

 + +    +     

High arched palate      +  +   + 

Low nasal bridge         + + + 

Broad nasal bridge  + +    + + + + + 

High nasal bridge  + +     +    

Anteverted nostrils    + +       

Hypoplastic nares      +   +   

Long philtrum    + +       

Micrognathia + +   +   + +  + 

Prognathia            

Posteriorly-rotated 

ears 

 +       +   

Anteflexed ears +           

Prominent ears   +  +      + 

Low set ears     +   +    

Overfold helix    +  +  +    

Hypoplastic ear 
lobes 

+    +       

Preauricular pits          +  

CHD            

ASD  + +   +    + 

VSD + +  + + + + + +  

PAD  +       +  

PVS      + +    

PAA       +    

Right aortic arch +          

Subvalvular aortic 

ring 

         + 
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DISCUSSION 

 

Methodologies applied to genetic syndromes research are also available to 

investigate CHD etiology, such as comparative genomic hybridization (CGH), 

quantitative multiplex real-time polymerase chain reaction (PCR), high-resolution single 

nucleotide polymorphism (SNP) microarray analysis and MLPA [Guo et al., 2019; Liu et 

al., 2019; Wu et al., 2017]. The MLPA technique can be easily performed in laboratories 

and can provide good resolution by providing approximately 98.9% sensitivity and 97.8% 

specificity [Benard-Slagter et al., 2017]. 

We report an update on molecular assessment in pediatric patients with CHD. On 

study population recruitment, karyotype and subsequently FISH tests were performed in 

order to investigate 22q11.2DS given its high prevalence in individuals with CHD and 

clinical characteristics of patients. Some years after the conclusion of the study by Rosa 

et al. [2008], MLPA has emerged as an important tool to screening and diagnosis for 

genetic disorders. 

Studies have demonstrated the reliable contribution of MLPA results for the 

identification of chromosomal abnormalities in patients with CHD [Campos et al., 2015; 

Cowan & Ware, 2015; Sørensen et al., 2012]. It is known that chromosomal abnormalities 

are important causes of CHD and when 22q11.2 microdeletion is ruled out, the CHD 

etiology remains generally unexplained, making genetic counseling and care planning 

difficult [Mademont-Soler et al., 2012]. In suspicious individuals with normal karyotype 

or abnormal ultrasound findings during prenatal care, MLPA can be used in screening 

and identifying genetic alterations [Kjaergaard et al., 2010; Kuo et al., 2014; Sørensen et 

al., 2012]. 

Our results showed alterations in chromosome 22 were prevalent, four individuals 

were diagnosed with 22q11.2DS and two of these had cyanotic, conotruncal, and complex 



35 
 

CHD (P77 and P113). Classical facial dysmorphisms were severely or mildly expressed 

phenotypes, despite this only patient P81 was classified as syndromic according Digilio 

et al. [2005]. CLDN5, GP1BB, and SNAP29 were the most frequently altered genes, with 

microdeletions in 4 patients and microduplication in 1. Based on the probe sequences 

(Table 1) these genes are located in low copy repeat (LCR) 22 A-B region (CLDN5, 

GP1BB and SNAP29) and LCR22 E-F (RTDR1), but in a different genomic coordinate 

(chr22:19,523,024-20,891,214 and chr22:23,401,593-23,487,208) (GRCh38/hg38) from 

that analyzed by FISH TUPLE 1 [Hacıhamdioğlu et al., 2015]. In addition, GATA4 
 

deletions were identified in two patients as reported by Floriani et al. [2021] (Figure 1). 

 

Table 1. SALSA MLPA Probemix P245 Microdeletions Syndromes-1A probe sequences 

used for CNVs analysis. 
 

Syndrome Gene Partial sequence (24 nt adjacent to 

ligation site) 

TNFRSF18 CGGGTTTCTCAC-TGTGTTCCCTGG 
 

TNFRSF4 GCCGGCCAGCAA- 

1p36 deletion syndrome 

 

 

 
2p16.1-p15 microdeletion syndrome 

 
2q23.1 microdeletion/microduplication 

syndrome 

Glass syndrome 
(2q32-q33 microdeletion syndrome) 

 

 
 

3q29 microdeletion/microduplication syndrome 

 

 

 

 
Wolf-Hirschhorn syndrome, 4p16.3 

 

 

 

 
Cri-du-Chat syndrome, 5p15 

 

 

 
Sotos syndrome, 5q35.3 

  TAGCTCGGACGC  

GNB1 CTAAGATCGGAA- 
GATGAGTGAGCT 

 

GABRD CGGCGACTACGT-GGGCTCCAACCT 
 

REL TATCACAGAACC- 
      CGTAACAGTAAA  

PEX13 TGAGGATGACCA-TGTAGTTGCCAG 

MBD5 CCAGCTATACAA-GTTCCTGTGGGT 

MBD5  CTGGAGATCTTC-CTCCTCTTGGGT 

SATB2 TGCCATTTATGA-CGAGATCCAACA 

SATB2   AGAGAAGAACAC- 

GCCGAGTTTGTC 
 

DLG1 CTATGAAAGACA- 

GGATAAATGATG 
 

DLG1 CAGCTCAGAAGT- 

TCCATAGAACGG 
 

BDH1 GAACTGGGCCAT-TCTAACACCCGT 
 

KIAA0226 GCTGGAGGACAG-ATGTGCCGTCTT 
 

PIGG AAAAGCATTCAG- 

GCTAGATGGTGG 
 

PIGG   GAGTGTGACGTA-GTCCTTCTGCTC 

LETM1 CCTGTGTACACA-TCCTCCAGAGGC 

WHSC1  GTGGGCATTTAT-TTTCCCTTAATG 

CCDC127    ACGCCATGATCT- 

CAGAAAATCGGC 
PDCD6 AGGTGTCGTACG- 

AACAGTACCTGT 
 

TERT TCTTTCTTTTAT-GTCACGGAGACC 
 

SEMA5A ACTTGGGCTGGA-GTGCCCACGTGG 

NSD1 ACCCACCCACTG-TTATGCAGAACA 

NSD1  GGAAAGACTGTT- 

TGCAAATGTGGA 
 

ELN TTTCCCGGCTTT-GGTGTCGGAGTC 
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Williams-Beuren duplication syndrome, 

7q11.23 
ELN ACCTCATCAACG-TTGGTGCTACTG 

Langer-Giedion syndrome, 
8q24.11-q24.13 

TRPS1 CTCTTTTTTGGT-GCTGCTGGTTTC 

EXT1 GGTGATAATGTT-AAACCCACTTAA 

9q22.3 microdeletion syndrome 
FANCC GATAACTCACGA-GATCATTGGCTT 

PTCH1 GTTAATGACTCC-CAAGCAAATGTA 

DiGeorge syndrome-2, 10p13-p14 
GATA3 GAGCAACGCAAT- 

CTGACCGAGCAG 

 MKRN3 GGCTGCAGACCT- 

TGCACCCCATGG 

 NDN ACACTGCTGCGA- 

GGGTAGTGGGCA 
Prader-Willi / Angelman syndrome, 15q11.2 

SNRPN ACCACCACCTGA- 

TGAAAGATACAC 

 SNRPN GATTCCTCGCTA-CTCCAATATGGC 

 UBE3A AGTGTTATTGGA-AGTGAGCCACCA 

Witteveen-Kolk syndrome / 
15q24 microdeletion syndrome 

SEMA7A TACCCACAGAGA-CCTTCCAGGTGG 

CYP1A1 GTCAACCTGAAT-AATAATTTCGGG 

Rubinstein-Taybi syndrome, 16p13.3 
CREBBP AGCAGGTGAAAA- 

TGGCTGAGAACT 

Miller-Dieker syndrome / Lissencephaly-1, 

17p13.3 

PAFAH1B1 TGTAGGCACTCT-ATAGATCAAGCT 

PAFAH1B1 CCAGAAAAATAT- 

GCATTGAGTGGT 

Smith-Magenis syndrome / 

Potocki-Lupski syndrome, 17p11.2 

RAI1 CCAAGGATCTCA-TCTGGCCACCGC 

DRC3 CGGATCTCCAAG-ATCGACTCCCTG 

LLGL1 CAGCAGTCTGCA-TCTCTGGGAGAT 

NF1 microdeletion syndrome, 17q11.2 
NF1 GGATCATGAAGA-ATTACTACGTAC 

NF1 TCTTGTTGTCTT-TGGGTGTATTAG 

Koolen-de Vries syndrome / 
17q21.31 microduplication syndrome 

MAPT GTCGCCAGTGGT-GTCTGGGGACAC 

KANSL1 CCGCTTCTTACA-GCTCAGTACAGG 

 IL17RA GCAGAGTTATCT- 

GTCCTGCAGCTG 
 BID CTACTGGTGTTT- GGCTTCCTCCAA 

 CLDN5, region 

AB 

TTCGCCAACATT-GTCGTCCGCGAG 

DiGeorge / 22q11.2 duplication / 

Distal 22q11.2 deletion syndrome 

GP1BB, region 

AB 

CACAACCGAGCT- 

GGTGCTGACCGG 

SNAP29, region 

CD 

GTATCCACTTAC-CTGTATCATCCA 

 PPIL2, distal 

22q11 

GAAGAGCCCTCA- 

ACCAGTGCCACT 

 RTDR1, distal 
22q11 

GGTGTGTCATTT-TGACGTCATCCC 

 ARSA GGAGGATCAGAT- 

CTCCGCTCGAGA 

Phelan-McDermid syndrome, 22q13 
SHANK3 AAGCGGCGAGTT- 

TATGCCCAGAAC 

 RABL2B AATACACAAGCC- 
GTAAAATCGAGT 

X chromosome copy number changes DMD AAACTCATAGAT-TACTGCAACAGT 
 MECP2, exon 1 CATTAATCCTTA-ACATTCAAATTC 

Rett syndrome / 
MECP2 duplication syndrome, Xq28 

     MECP2, exon 3  ACTTGTTCTGCA-GACTGGCATGTT  

MECP2, exon 4 TTTCATCCTCCA-TGCCAAGGCCAA 

 

CLDN5 (OMIM*602101) are prevalent in heart and skeletal muscle [Sirotkin et 

al., 1997]. 22q11.2DS cases with neurological and ocular disorders have been described 

presenting mutations in this gene. However, CLDN5 pathways are not yet well defined to 
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explain its association with the CHD development in individuals diagnosed with 

22q11.2DS [Cordovez et al., 2014; Y. Guo et al., 2020]. SNAP29 deficiency 

(OMIM*604202) is related to CEDNIK syndrome with different clinical manifestations 

(microcephaly, severe neurological impairment, psychomotor retardation, facial 

dysmorphism, palmoplantar keratoderma and ichthyosis) [Sprecher et al., 2005]. Studies 

demonstrate that deletions in these genes can affect cardiovascular development 

[McDonald-McGinn et al., 2013; Motahari et al., 2019], as evidenced in our sample. 

Patients with Bernard-Soulier syndrome (BSS) and 22q11.2DS, or GP1BB deletion 

(OMIM*138720) are particularly susceptible to bleeding and thrombocytopenia [Bartsch 

et al., 2011; Emanuel et al., 2001], condition present in P113 patient, while patient P81 

suffered from ecchymosis. There is no doubt that at least the 3Mb typically deleted region 

of chromosome 22q11.2 has a correlation with CHD development, including the CLDN5, 

GP1BB and SNAP29 genes. However, the exact molecular mechanism of these CHD- 

associated genes still needs to be studied [Hou et al., 2020]. 

Karyotype analysis identified triple X, duplication 4p16.3 and deletion 17p13.3, 

results confirmed by MLPA proving its effectiveness in screening for common 

chromosomal alterations. MLPA identified MECP2 duplication syndrome (dup Xq28, 

MECP2), Wolf-Hirschhorn syndrome (del4p16.3; PIGG, LETM1 and WHSC1) and 

Miller-Dieker syndrome (del17p13.3, PAFAH1B1), bringing the detail of the damaged 

genes. 

Patient P47 (del4p16.3) presented facial and foot dysmorphisms and patient P35 

(del17p13.3, PAFAH1B1) has minor facial dysmorphisms (micrognathia, palpebral 

fissures upwards and wide nasal bridge), dysmorphisms in hands and fingers, and 

hypoactivity and hypotonia that may be linked to developmental delay. Bi et al. [2016] 

detected 4p16.3 CNVs (deletion and duplication) prenatally and abnormal ultrasound 
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findings such as clubfeet, heart defects, and cystic hygroma. MECP2 duplication 

syndrome, a rare X-linked disorder that predominantly affects males, is also known to 

produce symptoms that include severe motor and cognitive problems, delayed or absent 

speech development, autistic features, seizures, ataxia, recurrent respiratory infections, 

and decreased survival [D’Mello, 2021]. The female patient (P42) identified with MECP2 

duplication syndrome has characteristics not compatible with the description. 

Microdeletions in SNRPN (P157) and NF1 (P203) genes, compatible with Prader- 

Willi/Angelman syndrome and NF1 microdeletion syndrome were identified. The patient 

P203 presented NF1 deletion with hypochromic spots, hair changes (head and sacrum), 

skeletal and hand changes (clinodactyly), in addition to facial dysmorphisms and CHD. 

Neurofibromatosis 1 (NF1) is an autosomal dominant disorder with a broad spectrum of 

clinical characteristic, as presence of multiple café-au-lait spots, neurofibromas, inguinal 

freckling, iris hamartomas, tumors, or skeletal abnormalities, learning disabilities are 

present in 50% of the patients. Mutation detection in NF1 is still a challenge, and MLPA 

appears as one of the methodologies indicated in the identification of NF1 syndrome 

[Ishida & Gupta, 2021]. 

Lee et al. [2019] reported a clinical experience with MLPA for microdeletion 

syndromes in prenatal diagnosis of 7,522 pregnant Korean women. A total of 124 women 

(1.6%) had genomic imbalances (gene loss (33.6%) and gene gain (66.4%)). Most cases 

with genomic imbalances showed no abnormal karyotype (64.5%). Further, Zhang et al. 

[2021] revealed a prevalence of 0.86% of 22q11.2 genomic imbalance in 6,034 Chinese 

patients with development delay and/or intellectual disability, where 71.2% were 

heterozygous deletions and 28.8% heterogeneous duplications. Most of these patients 

(65.4%) carried typical imbalance from LCR22 A to D, including CLDN5, GP1BB, and 

SNAP29 genes. A screening by MLPA P245 and G-band karyotyping, followed by 
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confirmation of positive patients through MLPA P250 permitted a precise definition of 

the abnormal region. 

Maran et al. [2020] suggest the possibility of using MLPA as a potential 

alternative diagnostic method in 22q11.2DS screening. Forty-two nonsyndromic 

Malaysians with CHD were evaluated by MLPA and confirmed the presence of deletions 

as detected by the FISH assay in two patients. FISH failed to detect deletions located 

outside the typical deletion region (LCR22 A-B to LCR22 D-E), and deletions outside of 

the 22q11.2 regions as well as duplications, a region covered by MLPA. 

These up-to-date studies show that MLPA identification of microdeletions and 

microduplication within or close to the typical deletion region may prove to be relevant 

mainly in relation to the identification of candidate genes and the precise extension of the 

region involved [Jalali et al., 2008]. Also, MLPA data can contribute to the understanding 

of the genes involved in the etiology of MMS phenotype. Currently, more than 300 probes 

sets are commercialized aimed at the investigation and diagnosis of several genetic 

diseases [Sørensen et al., 2012; Stuppia et al., 2012]. Studies prove the high sensitivity 

and specificity of the method, providing a rapid and accurate clinical for prenatal 

identification of common chromosomal alteration [Omrani et al., 2014]. For rare diseases, 

the value does not exceed $44.00 (USD) per test, being compatible with its use in health 

systems [Brazilian National Supplementary Health Agency, 2018]. However, the 

technique also has limitations related to the inability to identify balanced rearrangements, 

low mosaicism, and being sensitive to the quality of the DNA used [Kozlowski et al., 

2008]. 
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CONCLUSION 

 

Molecular alterations are strongly associated with MMS in pediatric patients with CHD. 

Results brought by the use of MLPA are of great help in planning and specialized care in 

referral centers, allowing the diagnosis of patients with suspected MMS. This tool allows 

the identification of rare and complex cases, bringing relevance to the investigation of 

MMS especially in patients with CHD associated with mental retardation and 

developmental disorders. 
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5. CONCLUSÃO 

 
 

Alterações moleculares estão fortemente associadas à MMS em 

pacientes pediátricos com CHD. Os resultados trazidos pela utilização do MLPA 

são de grande ajuda no planejamento e atendimento especializado em centros 

de referência, fornecendo prováveis diagnósticos em pacientes com suspeita de 

MMS. Esta ferramenta permite a identificação de casos raros e complexos, 

trazendo relevância para a investigação de MMS especialmente em pacientes 

com CHD associada a atraso mental e de desenvolvimento. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

As amostras utilizadas estão armazenadas no Laboratório de Citogenética 

da UFCSPA e foram coletadas no âmbito do projeto “Prevalência e 

caracterização clínica dos pacientes que internam na Unidade de Tratamento 

Intensivo Cardiológica do Hospital da Criança Santo Antônio e detecção da 

síndrome de deleção 22q11 através de exame de cariótipo sincronizado e de 

técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH)“ aprovado pelos CEP da 

UFCSPA, parecer n 153-06 (Anexo A) e da Santa Casa de Misericórdia de Porto 

Alegre, carta nº 004/06 (Anexo B). 

O presente trabalho faz parte do projeto “Estudo molecular e citogenético 

molecular de pacientes portadores de cardiopatia congênita: em busca de novas 

etiologias”, aprovado sob parecer 1871676 (CEP/UFCSPA) (Anexo C). 

Somente pacientes cujos pais consentiram em participar do estudo foram 

incluídos. Será mantido o anonimato dos indivíduos envolvidos, sendo os 

mesmos identificados apenas através de números. 
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As limitações deste estudo são devido ao caráter retrospectivo e à 

qualidade da amostra de DNA, onde não foi possível testar alguns pacientes (3 

casos) e impossibilidade de nova coleta. Além disso, apesar do MLPA ser uma 

ótima ferramenta para detectar alterações genéticas, ele por si só não basta para 

concluir um diagnóstico, sendo necessário testagem complementar por PCR 

para confirmação, etapa que não ocorreu devido a falta e financiamento. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

UFCSPA 
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ANEXO B – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

(ISCMPA) 
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ANEXO C – Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa da UFCSPA 
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