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|.INTRODUCCION

Las cardiopatias congénitas (CC) son una causa muy frecuente de mortalidad y morbilidad y tienen
una prevalencia de 4-50:1000 nacidos vivos (dependiendo del grupo étnico)’, afectando cerca del
1% a 3% de todos los nacimientos®**. En México las CC son |a tercera causa de muerte en nifios
hasta € afio de edad y la sexta hasta los tres afios®. Las CC representan el 25% de todas las
malformaciones congénitas® y aproximadamente 3 de cada 1000 nacidos vivos requerird una
intervencién quirdrgica por este motivo durante el primer afio de vida’. El 25% de las CC tienen
dteraciones asociadas sugiriendo diagndsticos sindrémicos con causas cromosomicas o
monogeénicas. Rara vez se encuentran causas monogénicas en cardiopatias congénitas aisladas. La
prevalencia de cardiopatia congénita aislada entre los miembros de una familia, es mayor (2-16%)’.

Las CC pueden presentarse de manera aislada o sindrémica y su etiologia se considera que es
multifactorial en la mayor parte de los casos (80-85% de |os casos). Uno de los primeros estudios a
respecto fue el realizado por Noray colaboradores en 1968®, quienes anaizaron agregacion familiar,
estudios de concordancia en gemelos y estudios citogenéticos en seis de las cardiopatias més
frecuentes: comunicacion interauricular  (CIA), comunicacion interventricular (CIV), PCA
(persistencia de conducto arterioso), estenosis pulmonar (EP), estenosis adrtica (EA) v tetralogia de
Fallot (TF)®. Otras causas asociadas a CC son ateraciones cromosdmicas y enfermedades
monogénicas que suman un 10-15% de los casos™. Algunos de los teratégenos y alteraciones
cromosomicas, asi como su frecuencia grupal y cardiopatias mas frecuentemente asociadas se
muestran en lastablas 1y 2°%°.

Tabla 1. Teratégenosy cardiopatias

Sustancia Cardiopatia

Litio Enfermedad de Ebstein
Anticonceptivos Transposicion de Grandes V asos
Hidantoina Varias

Hipervitaminosis A Varias

Alcohol, tabaco Varias

Rubeola, Citomegalovirus Varias

Diabetes mater na Transposicion de Grandes V asos
PK U materna PCA

LES Varias

Se muestra la relacion entre enfermedades maternas y exposicion potencial a teratégenos en €l embarazo y su relacion
con CC, correspondiendo a 1% de las causas. PKU: fenicetonuria, PCA: persistencia conducto arterioso®.



Tabla 2. Alteraciones cromosomicasy cardiopatias

Alteracion Cardiopatia

Cromosdmica

Trisomia 21 Canal atrioventricular,
ductus, CIA, Fallot

Trisomia 18 Comunicaciones

interventricul ares,
auriculares, etc.

Trisomia 13 Cardiopatias compl gjas
5p- (cri du chat) Clv, CIA

22911 Conotruncales
Sindrome Coartacion de la aorta,
Turner (45,X), estenosis pul monar.
XXX, XXXXy

otros

L as alteraciones cromosomicas asociadas a CC, corresponden al 6-12% de las causas™ ™.

La Conexion Anémala Total de Venas Pulmonares (CATVP) es una cardiopatia rara en la que no se
establece la conexion entre el seno venoso y la auriculaizquierda. Constituye el 1.5-3% de todas las
cardiopatias congénitas™ y tiene una incidencia de 6.8-9:100, 000 nacidos vivos?'3:141216  go
presenta de forma aislada en el 67% de los casos™ y es mas frecuente en el sexo masculino que en €
femenino (3.6:1)*. Aunque en los reportes de la literatura se considera una cardiopatia rara, en e
Hospital Infantil de México Federico Gdmez es una de las cardiopatias frecuentes presentandose
entre 30 a 50 casos huevos por afo. Por tal motivo esimportante su estudio clinico y genético.

1.1. Desarrollo embrioldgico del corazon.

Las células que contribuyen al desarrollo cardiaco se localizan originalmente en la porcién distal del
epiblasto. Dichas células se condensan para formar dos acimulos celulares que migran lateralmente
hacia la porcion cefalica de la linea primitiva; posterior a la gastrulacion, los primordios cardiacos
convergen a lo largo de la linea media para formar € tubo cardiaco, €l cual sufre una serie de
modificaciones en su morfologia y posicion, dando lugar a desarrollo del asa cardiaca y las
cavidades primitivas mediante movimientos morfogenéticos especificos y la formacion de tabiques
que las separan asi como de estructuras valvul ares asociadas’.

Al inicio de lavalvulogénesis se desarrollan dos poblaciones celulares extracardiacas que invaden a
corazén en desarrollo, una derivada de la cresta neural y otra del proepicardio. Las primeras migran
y contribuyen ala division del tracto de salida para formar las arterias aorta'y pulmonar. Las células



del proepicardio migran a la superficie para formar e epicardio®. En todo este proceso intervienen
patrones especificos de expresion génica condicionada por factores de transcripcion cuyos gradientes
espacio temporales dan lugar a desarrollo y funcion del corazdén y consecuentemente su
modificacion podra estar asociada a defectos congénitos’.

1.1.2 Desarrollo delas Venas Pulmonares.

El desarrollo de las venas pulmonares se inicia con € esbozo pulmonar a los 25-27 dias de vida
intrauterina, como una evaginacion endodérmica de la porcion caudal de la faringe primitiva. Este
esbozo se asocia al mesodermo esplacnico del cua se originan los angioblastos que més tarde
formaran los vasos sanguineos del plexo pulmonar. Al mismo tiempo en € techo de la auricula
izquierflsal,esurge una evaginacion endotelial que se constituird en e primordio de la vena pulmonar
comun—.

Alrededor de los 27 a 29 dias, los angioblastos que rodean los esbozos pulmonares aumentan en
nimero y forman una extensa red capilar situada entre ambos pulmones; |os extremos de esta red se
conectan con € sistema vascular de cada pulmoén, se fusionan y forman € seno de las venas
pulmonares (SVP) que tiene origen extrapulmonar y extracardiaco. Este seno establece conexiones
vasculares con las venas sistémicas bilaterales en desarrollo: cardinal anterior derecha, que originala
vena cava superior y e cayado de la vena &cigos; cardina anterior izquierda, de la que surgen las
venas cava superior izquierday vertical; vitelina derecha, que origina el segmento suprahepético de
la vena cava inferior, venas hepéticas, suprahepéticasy porta, y los cuernos sinusales del corazén (el
izquierdo al seno venoso coronario y el derecho ala porcion sinusal de la auricula derecha). En esta
etapa la vena pulmonar comun o primitiva crece hacia el SVP; lared venosa de los pulmones forma
parte d% 1rgl exo esplacnico y empieza a diferenciarse. El SVP 'y la vena pulmonar aln no se conectan
(Fig.1)™.

Entre los 28 y 32 dias la vena pulmonar comin se une con el seno de las venas pulmores. En esta
etapa e plexo venoso pulmonar esta parcialmente separado del plexo esplacnico. La vena pulmonar
comun lleva sangre gue drena del seno de las venas pulmonares hacia la auriculaizquierda. Seinicia
la involucion de los pequefios vasos de la conexion venosa pulmonar primaria con los plexos
esplacnico y pulmonar. Finalmente a los 32 a 37 dias € seno de las venas pulmonares pierde la
mayor parte de sus conexiones con los plexos esplacnico y cardinal, la vena pulmonar comun
conectada con el seno de las venas pulmonares se integra a la auricula izquierda para constituir su
porcién sinusal en el cual penetran en forma separada las cuatro venas pulmonares™*°.



Figura 1. Derecha corazén normal. | zquierda CATVP. LV:Ventriculo Izquierdo, RV: Ventriculo Derecho, LA: Auricula
Izquierda, RA: Auricula Derecha, AS: Tabique Interauricular, VS: Tabique Interventricular, 1: Vavulatricispide, 2:
Vavula Pulmonar, 3: ValvulaMitral, 4: VavulaAdrtica, Ao: Aorta, PA: Arteria Pulmonar, SVC: Vena Cava Superior,
IVC: Vena Cavalnferior. Tomado de http://www.hospital posadas.gov.ar/asist/servicios/cevi_cc00.htm

1.1.3 Bases embrioldgicas de la conexion andmala total de venas pulmonar es.

La conexién anémala de venas pulmonares (CAVP) fue descrita por Winslow en 1739 a identificar
una vena del |6bulo superior del pulmén derecho que drenaba a la vena cava superior. En 1798
Wilson describi6 la primera CATVP en un nifio de 7 dias con otros defectos asociados’. (Fig. 2)

Conexion

Figura 2. Se muestralaregion de la conexion anormal de las venas pulmonares. RA: auricula derecha. LA: auricula
izquierda. La flecha derecha e izquierda muestran lallegada de sangre oxigenada proveniente de los pulmones. Tomado
de http://www.hospital posadas.gov.ar/asist/servicios/ccvi_cc00.htm




Al anadlizar el desarrollo del sistema venoso pulmonar resulta evidente que las primeras conexiones
del SVP se hacen con los sistemas venosos cardinal y umbilicovitelino y con los cuernos derecho e
izquierdo del seno venoso; posteriormente se establece la conexion secundaria entre el SVP y la
vena pulmonar comun en la auricula izquierda con la subsecuente atresia de las conexiones
primarias'™.

Se ha sugerido que el mecanismo més frecuente que origina los sitios de CAVP es la fata de
crecimiento y desarrollo de la vena pulmonar comin, lo que determina que puedan persistir
cualquiera de los canales primitivos de la conexiéon venosa pulmonar primaria que drenan a los
sistemas venosos cardinal derecho (que se transforma en la vena cava superior derechay el cayado
de lavena acigos) e izquierdo (que se transforma en el seno venoso coronario y venas cava superior
izquierda y vertical) y a sistema venoso umbilicovitelino (porcion suprahepatica de la vena cava
inferior, conducto venoso hepatico, vena porta, venas esplénica y mesentérica superior); estos
canales se transforman en |os col ectores respectivos del SVP*™.

El desarrollo del colector unido al cuerno derecho del seno venoso del corazdn embrionario
determina la conexion anémala a atrio derecho, ya que dicho cuerno se incorpora a esta camara
cardiaca para formar su porcion sinusal y arrastra consigo al colector que en estos casos es muy
corto™®. Otro mecanismo patogénico propuesto para explicar el origen de la CAVP a la auricula
derecho considera el nacimiento ectopico de la vena pulmonar comun gque nace del techo de la
auricula derecha, por lo que la conexion venosa pulmonar secundaria se establece con € SVP que
queda integrado a la auricula derecha. Finalmente un tercer mecanismo sugerido por Wilson
considera que la vena pulmonar comin, queda integrada a atrio derecho debido a la formacion

ectpicadel tabique interatrial desviado hacia laizquierda™®.



1.1.4 Clasificacion de la conexién andmala total de venas pulmonares.

La CATVP generalmente se establece en un solo sitio en cualquiera de los niveles que se proponen
en la clasificacion de Darling modificada (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacién de Darling modificada de la conexién andmala total de venas
pulmonares.

|.Supradiafragmatico A)Supr acar diaco Vena Cava Superior
Cayado VenaAcigos
VenaVertica

B)Cardiaco Seno Venoso Coronario
Atrio Morfolgico
Derecho

C)Infracardiaco Porcién suprahepética de
lavena cava Inferior

I1.Infradiafragméatico VenaPortay Tributarias

Venas
Suprahepéticas
Conducto
Venosos

I11. Mixto Combinacion.

Modificado de Mufiéz L et al 200757,

La existencia de dos 0 més sitios de conexion andmala en un solo individuo es mas rara, condicion
considerada dentro del grupo mixto; en general las venas pulmonares izquierdas frecuentemente se
conectan con las venas derivadas del sistema venoso cardinal izquierdo, mientras que las venas del
pulmon derecho 1o hacen con las venas derivadas del sistema cardinal derecho. Sin embargo, debido
a que €l plexo venoso esplacnico del embrién tiene posicion medial, a través de € se pueden
establecer conexiones cruzadas, por jemplo venas pulmonares izquierdas conectadas anormal mente
con venas derivadas del sistema cardinal derecho y viceversa®.

Para la clasificacion de Darling de la CATVP se toma en cuenta su sitio de drenaje, € cual es
supracardiaco s drenan a la vena cava directamente 0 a la vena vertical (siendo e mas frecuente,
40-50% de los casos), infracardiaco si drenan en la vena porta o lavena cavainferior (abarcael 10-
20% e incluye la forma infradiafragmética), cardiaco si drenan a la auricula derecha o a seno
coronario (representa un 20%) y las formas mixtas (10%)'**>, (Tabla 3, Figs. 3y 4)



Figura 3. Esquemas en vistas posteriores que muestran | os sitios de desembocadura anémala de las venas pulmonares en
€l sistema venoso cardinal derecho en el cayado de la vena écigos y en la vena cava superior. VA = vena &cigos; SC =
seno coronario; VCS = vena cava superior; Ao = aorta; VCI = vena cava inferior; VPl = venas pulmonares izquierdas;
VPD = venas pulmonares derechas. Las demés abreviaturas iguales a las anteriores. Tomado de Mufioz L et al 2008™.

Figura 4. Esquemas en vistas posteriores que muestran |os sitios de desembocadura anémala de las venas pulmonares en
el sistemavenoso cardinal izquierdo. A) seno coronario; B) vena cava superior izquierda persistente; C) venavertical. La
linea discontinua representa la reabsorcion de la vena cardina anterior izquierda. Abreviaturas. VCSI = vena cava
superior izquierda. Las demés abreviaturas iguales a las anteriores. Tomado de Mufioz L et al 2008™.



La cardiopatia asociada con mayor frecuenciaa CATVP esla CIA en 92% de los casos, seguida de
PCA (22.37%), foramen oval permeable (7.89%), discordancia ventriculoarterial (6.58%), TF
(5.26%), EA (5.26%), CIV (3.96%) y estenosis tricuspidea (1.32%)***>*°. En México no existen
publicaciones sobre las caracteristicas de la CATVP, sin embargo una busgueda bibliografica de la
base de datos de la UNAM (www.facmed.unam.mx/) demostré al menos 10 tesis de posgrado
enfocadas a este tema en donde se abordan los aspectos clinicos, diagnésticos, morfolégicos y de
tratamiento en diferentes grupos de pacientes, en €ellas se coincide en gque es una patologia poco
frecuente, aparentemente hay un mayor nimero de pacientes masculinos y la variedad predominante
en nuestra poblacion es la supracardiaca y la presencia de PCA como la segunda cardiopatia
asociada més frecuentemente, después de la CIA 1819,

Dentro de | as alteraciones genéticas asociadas a CATV P que se han descrito, existen diferentes tipos
de alteraciones génicas y cromosdmicas en casos familiares y aidados de CATVP, como por
giemplo: asociacion de locus en 4pl13-g12 en dos familias y alteraciones cromosomicas como
t(10;21) y un anillo del 12p'2%02+23.2%,

1.2 Genes asociados a car diopatias congeénitas.

Existen varias familias de genes con un patron especifico de expresiéon en e corazén, entre ellas se
engloba a las proteinas contréctiles, canales iénicos y factores de transcripcion®. Si bien la mayoria
de las CC son multifactoriales, en e caso de los estudios familiares se han identificado algunos
genes con un patron de herencia autosdbmico dominante. Muchos de estos genes codifican para
factores de transcripcion que regulan e desarrollo cardiaco y la expresién génica’. Estas
investigaciones son de gran importancia ya que proveén informacion acerca de la influencia de estos
genes en el desarrollo cardiaco normal, asi como de su contribucién en las patologias cardiacas. Los
principales factores de transcripcion que se han estudiado y asociado a CC se resumen en la Tabla 4
y Fig. 5. Estos son algunos de los genes estudiados en modelos animales como € raton. Se ha
cal culado que |0s genes candidatos necesarios para el desarrollo cardiaco normal son més de 1700%.



Tabla 4.Genes que codifican para factores de transcripcién asociados a cardiopatias

congeénitas.
GEN LOCUS CARDIOPATIAS
ASOCIADAS
ZIC3 X(g26.2 Heterotaxia Visceral
NKX2-5 5g35.2 CIA, CIV, TOF,

DSVD, Estenosis
subvalvular adrtica,
Anomalia de Ebstein,
Bloqueo AV

TBX5 12924.1  Sindrome de Holt

Oram (CIA, CIV,
CAV, anormalidades
de conduccion)

GATA4 8p23.1 CIA, ClV, CAV,
DSVD, dextrocardia,
Estenosis Pulmonar.

TFAP2B 6p12 Sindrome de Char
(PCA)
TBX1 22q11.2  Alteraciones
conotruncales
FOF2 8023 TF

Modificado de Krista L et al 20062

Dentro de los factores de transcripcién involucrados en e desarrollo cardiaco se encuentran los
genes homeobox, que se conservan en diferentes organismos y se caracterizan por poseer una
secuencia de DNA particular, el homeobox o caja homedtica, que codifica para un dominio proteico
(homeodominio). Estos genes son importantes para el desarrollo embrionario ya que por giemplo los
genes HOX especifican el eje antero-posterior durante el desarrollo temprano®’. La mayoria de los
homeodominios son de 60 aminoacidos y tienen un dominio de unién a DNA. Muchas proteinas con
homeodominio son factores de transcripcion que intervienen en el desarrollo y se han implicado en
enfermedades y malformaciones congénitas™.



DSVD
ZIC3
GATA4
TF
" ° NKX2.5
TBX5
FOG2
- CIV
CAV NKX2.5
GATA4 Texs
ZIC3 TBX5
GATA4
ZIC3

Figura 5. Genes asociados a distintas CC. ClIA:comunicacién interauricular; BAV, bloqueo auriculoventricular; CAV,
canal auriculovenricular; DSVD, doble salida ventriculo derecho; PDA, persistencia ductus arteriosos; PTA: Peristencia
tronco arterioso. EP: estenosis pulmonar ; TGV, transposicion grandes vasos, TF, tetralogia de Falot; CIV, cand
interventricular. Modificado de Krista L et al 20067,

Entre estas moléculas estan los genes homeobox miembros de la familia génica NK4%, El primer
miembro de esta familia reportado, involucrado en e desarrollo cardiaco, fue € gen tinman de
Drosophila, seguido por su homdlogo, € Nkx2-5 en peces, aves, anfibios y mamiferos. El gen
NKX2-5 humano se encuentra en el cromosoma 5, tiene 2 exones y codifica para una proteina de 324
aminoécidos (Figs. 6y 7). Este gen se expresa tempranamente durante la embriogénesis y a pesar de
no encontrarse exclusivamente en regiones embrionarias destinadas a desarrollo cardiaco, ayuda a
definir e campo cardiogénico. En muchos organismos su expresion persiste en e corazén durante
todo el desarrollo®.
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Figura 7. Se muestra la estructura del gen NKX2-5, con unalongitud de 1,585 pb con 2 exones (cajas coloreadas).
Modificado de www.ensembl.org

Las proteinas tinman, Nkx2-5 y otras proteinas relacionadas, comparten varios dominios comunes;
los cuales son criticos para su funcion como factores de transcripcion. En laregion N- terminal de la
proteina esta el dominio TN, e homeodominio, el dominio NK y finalmente el dominio GIRAW se
encuentra en e carboxilo terminal. La similitud de secuencia de aminoécidos entre todos los
miembros de la familia tinman es solo de 60% en e homeodominio y de 70-80% para los dominios
NK-2 especificos®.

NKX2-5 puede funcionar como homodimero o heterodimero con GATA4 o TBX5. El dominio C-
terminal, especificamente la region a partir del aminoacido 250, esta involucrada en la
heterodimerizacién. Schott y colaboradores (1998)° describieron cardiopatias no sindrémicas con
herencia autosomica dominante caracterizadas por bloqueo AV y defectos cardiacos septales. Por
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analisis nge ligamiento se maped el locus responsable en el cromosoma 5035, sitio donde se localiza
NKX2-57.

El andlisis de este gen revel 6 mutaciones heterocigotas que originaron una disrupcion en la funcion
de unién a DNA del homeodominio. Las mutaciones heterocigotas en NKX2-5 contribuyen al 4% de
los pacientes con Tetralogia de Fallot y aproximadamente a 3-4% de todas las cardiopatias
congénitas®®. Las més comunmente asociadas son |os defectos septales CIA, CIV, DSVD, estenosis
adrtica subvalvular y la anomalia de Ebstein de la vavula tricuspides’.

Las manifestaciones tan variables de los defectos cardiacos asociados con NKX2-5 indican la
capacidad multifuncional de este gen durante el desarrollo cardiaco. Se ha llevado a cabo una
relacion genotipo-fenotipo entre e bloqueo AV y mutaciones especificas en este gen. Las
mutaciones que afectan la union a DNA estan asociadas con defectos de conduccion o bloqueo
cardiaco (Fig. 8)* %%
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Figura 8.Modelo hipotético de la accion de Nkx2-5 en € desarrollo del sistema de conduccion del ratdén. A) Nkx2-
especifica el nimero de células que sirven como nido para laformacién del sistema de conduccién. B) Nkx2-5 regulala
expresion de una sefian de induccion o C) la respuesta ala sefial. D) Nkx2-5 estimula la supervivencia de las células en
el sistema de conduccién. Tomado y modificado de Jay P et a 2004%.

La transcripcion del mRNA vy la proteina de NKX2-5 esta transitoriamente aumentado durante la
formacion de las fibras de conduccién®. Las mutaciones sin sentido o de cambio en el marco de
lectura en cualquier localizacion del gen o mutaciones de sentido equivocado en el homeodominio,
estdn asociadas con un fenotipo de bloqueo de conduccién AVZ. Estas mutaciones de sentido
equivocado o sin sentido dentro del homeodominio y las mutaciones sin sentido que generan una
proteina truncada sin homeodominio, ateran de forma severa o totalmente la capacidad de unién a
DNA y el fenotipo encontrado en estos pacientes es secundario a la haploinsuficiencia de NKX2-52,

Ademés de los estudios realizados en cardiopatias congénitas, en 2006 Dentice M y colaboradores®

realizaron la busqueda de mutaciones en NKX2-5 en 241 pacientes con enfermedad tiroidea ya que
observaron una mayor prevalencia de cardiopatias congénitas en pacientes con enfermedad tiroidea
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gue en la poblacion general. Ellos encontraron 3 mutaciones en 4 individuos con hipotiroidismo.
Este estudio demostr6 que las mutaciones encontradas exhibian una alteracion funciona
significatzizva con una reducciéon de las propiedades de transactivacion y un efecto dominante
negativo™.

El gen NKX2-5 tiene una gran variedad de acompafiantes transcripcionales, dentro de los cuales se
incluyen GATA4, GATA5, dHAND, TBX5 y TBX20. La interaccién de las proteinas para las que
codifican parece ser esencial en el desarrollo del corazén y del sistema de conduccion®. Ademés
estas proteinas participan en redes de sefidizacién para conduccion cardiaca (Fig 10)3%.

Figura 9.Vias de sefidlizacion en la formacion atrioventricular. Azul vias del Factor de crecimiento transformante B
(TGFB) y proteina morfogenetica 6sea (BMP) a través de las proteinas Smad. Rosa Vias de ErbB y Ras. Amarillo vias
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor nuclear de células T activadas (NFAT). Verde vias
comunes de factores de transcripcion. Circulos: receptores. Paralelogramas: factores de transcripcion. Rectangulos:
ligandos. Tridngulos. proteinas transportadoras. Flecha punteada: efecto indirecto. Signo de menos efecto inhibitorio.
HB-EGF: Factor de crecimiento endotelial de union a heparina, EGFR: Receptor del factor de crecimiento endotelial,
BMPR: Receptor de la proteina morfogenética 6sea, TGFbR: Receptor del factor beta de crecimiento transformante,
UDPG: UDPGlucosa, UDPGA: UDP-Acido glucurénico, UDGH: UDP-Glucosa dehydrogenasa, NFM: Neurofibromina,
CLN: calcineurina. Nombres alternativos comunes: ALK2/ActR-1, ALK3/BMPR-1A, ALK5/TbR-I, y ALK6/BMPR-IB.
Modificado de Joziasse | et al 2004,
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Nkx2.5 también es importante en €l control de la expresiéon de ANF e cua se expresa
especificamente enn la auricula en desarrollo. Nkx2.5 interacta con multiples elementos de union
dentro del fragmento regulatorio de ANF y forman un complejo junto con Thx2 lo que reprime la
actividad promotora de ANF en los corazones con CAV en ratones™.

La miocardina se expresa en los cardiomiocitos y células de musculo liso, es un cofactor
transcripcional. La expresion de miocardina A, gque es una isoforma de la miocardina, se encuentra
muy disminuida en los corazones de ratones Nkx2.5 knock out™.

Lafuncion de Nkx2-5y las proteinas similares, se ha examinado en una variedad de vias. La pérdida
de tinman en moscas previene el desarrollo de los vasos dorsales. Los ratones sin Nkx2-5 funcional
forman pequefios corazones que no pueden formar el asa cardiaca, ni € tabique cardiaco, presentan
ventriculos poco desarrollados y canales auricul oventriculares malformados. Niveles aumentados de
Nkx2-5 generaban corazones grandes en etapas embrionarias tempranas™.

1.3 Mutaciones en NKX2-5y cardiopatias congénitas.

Se han reportado mutaciones en NKX2-5 en humanos con cardiopatias congénitas. Los individuos
son heterocigotos para las mutaciones y los fenotipos son variados. Se han encontrado alteraciones
que incluyen defectos septales atriales, defectos del sistema de conduccion, tetralogia de Fallot,
defectos de vavula mitral, hipotrofia de ventriculo izquierdo, atresia pulmonar y defectos septales
ventriculares™.

Tambén se han investigado mutaciones somaticas en NKX2-5 en cardiopatias congénitas. En el 2004
Reamon-Buettner y colaboradores® estudiaron NKX2-5 en tejido cardiaco de 68 pacientes con
cardiopatias congénitas complejas que involucraban CIA, CIV y CAV; encontraron mutaciones que
incluian sustituciones no sinbnimas en e homeodominio de NKX2-5, y también mdltiples
mutaciones por paciente. Observaron que estas mutaciones estaban ausentes en el tejido normal
concluyendo un origen somético y mosaicismo de estas mutaciones™. Posteriormente en 2009 Draus
y colaboradores” al investigar estas mutaciones sométicas observaron que el tejido cardiaco que
habian estudiado en los reportes anteriores habia sido fijado en formalina por mas de 22 afios por 10
que intentaron reproducir los resultados en tejido congelado de 28 pacientes con defectos septales
que fueron sometidos a cirugia cardiaca’.

A la fecha se han reportado 60 sustituciones germinales de un nucledtido de NKX2-5. La mayoria
(61%) son sustituciones G>A. Las sustituciones A<G corresponden al 2% de estas variantes. Se han
reportado seiscientas cinco variantes sométicas en las regiones codificantes y otras que flanquean
regiones intrénicas de NKX2-5. Se analiz0 el espectro de estas variantes y se encontrd, después de la
amplificacion del DNA extraido de tegjido fijado con formalina, que las sustituciones A>G (58%)
predominaban en estos estudios y solo 31% fueron G>A”.

Hasta ahora se han encontrado diversas mutaciones heterocigotas en NKX2-5 en cardiopatias
congénitas (Fig. 9) de las cuales la mayoria son de sentido equivocado pero también se han
encontrado mutaciones sin sentido, deleciones, inserciones y mutaciones intrénicas. Sin embargo,
s6lo siete mutaciones se han encontrado en més de un paciente y no estaban relacionados entre si*.
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Figura 10 .Mutaciones en NKX2-5. Letras en colores. Morado: sentido equivocado. Letras en colores. Rojo: sin sentido.
Negro: deleciones. Verde: inserciones. Verde agua: mutaciones intronicas. Modificado de Krista L et al 2006°.

NKX2-5 presenta 11 polimorfismos reportados en distintas poblaciones. Cinco de ellos se localizan
en el exdbn 1y 6 en e exdén 2. Tres se encuentran en regiones no traducidas. En la tabla 5 se

describen estos polimorfismos.

Tabla 5. Polimor fismos de NKX2-5 reportados.

EXON 1
1 2 3 4

RefSNPID  rs703752  rs3729934  rs17052019  rs2277923

Posicidn 134 197 223 239

MRNA

Alelos Y=CIT M=AIC  M=AIC(C) R=AIG
Aminodcides ~ 5UTR Tleu[l] 16Ap[D]  2LGlu[f]

Ala[A]

5
128936670

249

Y=CIT(T)

5Ag(Rl
Cys[C]

EXON 2
6 7 8 9 10 1
(TN STIBTA TR rsTAOSA rsTOSTR2  rslAS52007
712 0 782 808 1212 1486
SCG(E)  Y=Cm  SCG  Y=CT(T)  K=GT  K=GIT
M9S[9  1986n[Q] 22lesfl] 2lRo[f]  3UTR  3UTR
Oys[C] Leu[L]

SNP (polimorfismo de nucledtido Unico). C: citosing; T: timina; G: guaning, A: adenina. Leu: leucina; Asp: aspartato;
Ala aaninag; Glu: glutamato; Arg: argining; Cys: cisteing; Ser: sering; GIn: glutamina; Pro: prolina. UTR: region no

traducida. Ref. www.ensembl.org
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[I.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Entre los pacientes con CC atendidos en nuestra Institucion estan los que presentan CATVP. Esta
patol ogia se considera de etiologia multifactorial con factores ambientales y genéticos involucrados.
En los Ultimos afios,se han reportado casos de CATV P que presentan mutaciones en NKX2-5, estos
casos son pocos Y ho existen alafecha series de pacientes con CATVP en que se haya estudiado este
gen para confirmar o descartar su participacion en esta patologia. Con base a los antecedentes
descritos se pretende confirmar o descartar que mutaciones en el gen NKX2-5 en pacientes mestizos
mexicanos con CATV P esten asociadas a la presentacion de esta patol ogia.

Esta tesis forma parte del protocolo aprobado nimero CO/2007/15. En este protocolo participan los

departamentos de Genética y Cardiologia. El responsable del protocolo es e Dr. Francisco Flores
Ramirez del departamento de Genética.
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1. HIPOTESIS.

H1: Existen mutaciones en el gen NKX2-5 en pacientes mestizos mexicanos con CATVP.
Ho: No hay mutaciones en el gen NKX2-5 en pacientes mestizos mexicanos con CATVP.

16



IV. JUSTIFICACION.

Se ha reportado que mutaciones en e gen NKX2-5 se han relacionado de manera general con €
3% de las cardiopatias congénitas. Sin embargo, no se ha determinado su participacnion
especifica en la CATVP en series grandes de pacientes en que se estudie especificamente esta
cardiopatia. Por lo que este estudio establecera si existen mutaciones en el gen NKX2-5 en
pacientes del HIMFG con CATVP, lo cua permitira un mejor entendimiento de la funcién de

NKX2-5 en el desarrollo cardiaco y a futuro poder proporcionar consejo genético a los pacientes
con esta patologia.
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V.OBJETIVO.
5.1. Objetivo general.

Identificar y describir €l tipo y la frecuencia de mutaciones en e gen NKX2-5 en 12
pacientes con CATVP aislada del HIMFG.

5.2. Objetivos especificos.

Describir € fenotipo en base a las caracteristicas clinicas presentes en los pacientes
analizados.

Identificar y caracterizar las mutaciones que se encuentren en el gen NKX2-5 en estos
paci entes.

Establecer la relacion que exista entre e genotipo encontrado y las caracteristicas
clinicas de los pacientes, como uno de los factores que pueden causar CC

18



VI.MATERIAL Y METODOS.

6.1 Tipo de estudio.
e Descriptivo
e Transversal
e Observaciona
6.2 Criterios.
Criteriosdeinclusion.
0 Pacientes con CATVP aislada (sin alteraciones asociadas).
o Pacientes con CATVP sin contraindicacion de toma de muestra.
0 Los pacientes que accedan a participar en nuestro estudio.
Criterios de exclusion.
0 Lospacientes que no accedan a participar en nuestro estudio.
o Pacientes que presenten CATVP con alteraciones concomitantes de tipo entidad
sindrémica.
Criteriosde eliminacion.

o Materia biologico inadecuado para el andlisis.
0 Pacientes con alteraciones asociadas que no se hayan identificado previamente.

6.3 Variables.

Variablesindependientes. presenciay tipo de mutacion en el gen NKX2-5.
Variables dependientes: Fenotipo presente en los pacientes con mutacion en el gen NKX2-5.

Se consideraron como:

1. Polimorfismo: Variante normal que se encuentra en mas del 1% de la poblacién general
gue no se asocia directamente a enfermedad.

2. Mutacion: cualquier cambio en la secuencia de un nuclettido o en la organizacion del
DNA.

3. Mutaciones de sentido equivocado: cambio de un nucledtido que causa una sustitucion de
un aminoécido por otro.

4. Mutaciones sin sentido: cambio de un nucledtido que causa la sustitucion de un
aminoacido por uno de los codones de terminacion.

5. Mutacion sinbnima: cambio de nucledtido que no cambia el aminoéacido.
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6.4 Descripcion de la metodologia.

Previo consentimiento informado (ANEXO 1) se incluyeron en e estudio 12 pacientes con
diagnostico de CATVP, € cual fue corroborado por ecocardiografia. Los pacientes se captaron
tanto a partir de los pacientes hospitalizados como los que acudieron a consulta externa de los
Departamentos de Cardiologia y Genética y fueron evaluados por personal médico de ambos
departamentos. De todos ellos se realizd historia clinica'y exploracién fisica. Los polimorfismos
y mutaciones encontrados fueron analizados también en un grupo de 16 controles del Banco de
DNA, del departamento de Genéticadel HIMFG.

Se disefid una hoja de recoleccién de datos considerando €l género del paciente, edad, lugar de
origen, antecedentes heredofamiliares, variante de CATVP y estudios realizados. Las
caracteristicas clinicas fueron analizadas por estadistica descriptivay porcentgjes.

Para € andlisis molecular, se tomé una muestra de 3ml de sangre periférica para extraccion de
DNA la cua se proceso con € kit QlAamp DNA Blood MiniKit (QIAGEN®), se cuantifico la
concentracion y pureza del DNA en un Espectrofotometro NanoDrop ND1000 (Thermo Fisher
Scientific© Inc.). Laintegridad del DNA se evaluo por e andlisis de los geles de electroforesis
empleando el sistema Gel Logic 440 Digital Imaging System (KODAK®).

Se disefiaron los pares de oligonucledtidos para cada uno de los dos exones del gen NKX2-5, se
determinaron las Tm (temperatura de fusion) de los pares de oligonuclettidos (cebadores) para
las PCR. La secuencia de referencia del gen se obtuvo de la base de datos de genes y genomas
Ensembl dependiente del Wellcome Trust Sanger Institute (WTSI) y el European Bioinformatics
Institute (EBI). Este proceso fue realizado bajo la supervision del M. en C. Benjamin Rodriguez
Espino. Las secuencias de los oligonucledtidos, el tamafio esperado del producto de PRC y las
Tm se muestran en la Tabla 6.

Finalmente, se aplicé un andlisis de estadistica descriptiva para determinar la frecuencia de las

mutaciones y la informacion se compar0 con bases de datos del genoma humano
(www.ensembl.org) como se muestraen la Fig. 11.

20



P

Evaluacién genética y
cardiologica de los

Toma de muestra
sanguinea

I Extraccion del DNA I
A 4
Cuantificacion:
Concentracion, pureza e
integridad del DNA
A 4

Método de la PCR

r

Registro de resultados |

Evaluacmn de la
secuenciacion:

pacientes I \ 4 I moleculares
_ y _ Evaluacion de la PCR: ‘
Seleccion de pacientes Calidad y concentramon -
con CAPTYV aislada Relacion:
Fenotipo-Genotipo
v Metodo de b P
Firma de Secuen0|a0|on
consentimiento ‘ ‘

Electroferograma

Andlisis comparativo de
la secuencia del gen:
Alineamiento

Figura 11. Diagrama de flujo de la metodologia empleada para el estudio de los pacientes con CATVP para
blusqueda de mutaciones en el gen NKX2-5.

En laFig. 12 se muestra la secuencia de nucleétidos correspondientes a NKX2-5 sefialando cada una
de sus regiones, polimorfismos reportados, localizacion de cebadores y mutaciones encontradas en

este estudio.
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GCCTGGTCCCGECCTCTCCTGCCCCT TGT GCTCAGCGCTACCTGCTGCCCGGACACATCCA

........................................................ ATGT

M M R
TCCCCAGCCCT GCTCTCACGCCUACEECETTCTCAGTCAAAGACAT CCTAAACCT GGAAC
TCCOCCAGCOCCT GCTCTCACGOCCACGOCCT TCTCAGT CAAAGACATCCTAAACCT GGAAC
F--P--S-P--A-L--T--P--T--P--F--S--V--K-=D=- 1 -- L- - N- - L- - E- -

Y
AGCAGCAGCGCAGCCT GECT GCCGCCGGAGAGCT CTCT GOCCGCCT GGAGGCGACCCT GG
AGCAGCAGOGCAGCCT GECT GCCGCCGGAGAGCT CTCT GOCCGCCT GGAGGCGACCCTGG
Q-Q-Q=R=-S-L--A-A-A-G-E-L--S-A-R-L--E--A-T--L--

CGCCCTCCTCCTGCAT GCT GGOOGCCT TCAAGCCAGAGGCCT ACGCT GGGCCCGAGRCGG
CGCCCTCCTCCTGCAT GCT GROCGCCT TCAAGCCAGAGGCCT ACGCT GGGCCCGAGRCGG
A-P--S-S-C-M-L--A-A-F--K-P--E-A-Y--A-G-P--E--A -

CTGCGOCGEGOCT COCAGAGCT GCGCGCAGAGCT GBGCCGCGOGOCT TCACCGGOCAAGT
CTGCGOCGGGOCT CCCAGAGCT GCGCGCAGAGCT GBGOCGCGOGOCT TCACCGGOCAAGT
A--A-P--G-L--P--E--L--R-A-E-L--G-R-A-P--S-P-- A - K- -

cifcecifoilcosippiooecosceossoce = [cocloosoc.\eo:
GTGCGT CTGCCT T TCCCGCCGCCCCCGCCT TCTATCCACGT GCCTACAGCGACCCCGACC
C-A-S-A-F--P--A-A-P--A-F--Y--P--R-A--Y--S-D--P--D-

CAGCCAAGGACCCT AGAGCCGAAAAGAAAGAGCT GT GCGOGCT GCAGAAGGCGGT GGAGT
CAGCCAAGGACCCT AGAGCCGAAAAGAAAGAGCT GT GCGOGCT GCAGAAGGCGGT GGAGC
P--A-K--D-P--R-A-E-K-K-E--L--C-A-L--Q-K-A-V--E--

TGGAGAAGACAGAGGOGGACAACGCGGAGCGECCOCGRECGE0GACGECEGAGGAAGCCGC
TGGAGAAGACAGAGGOGGACAACGCGGAGCGECCOCGRECG0GACGRECGRAGGAAGCCGC
L--E-K--T--E--A-D-N-A-E--R-P--R-A-R-R-R-R-K--P--

GCGTGCTCTTCTCGCAGGCGCAGGT CTAT GAGCT GGAGCGGCGCT TCAAGCAGCAGCGGT
GCGTGCTCTTCTCGCAGGRCGCAGGT CTAT GAGCT GGAGOGGCGCT TCAAGCAGCAGCGGT
R-V--L--F--S-Q-A-Q-V--Y--E--L--E--R-R-F--K-Q-Q-R-

s
ACCT GT CGGOCCCCGAACGCGACAEEIIEEORACRETEENEAAABIEAR GT CCACGCAGG
ACCT GT CGGCCCOCGAACGOGACCAGCT GGOCAGOGT GCTGAAACT CACGT CCACGCAGG
Y--L--S-A-P--E--R-D-Q-L--A-S-V--L--K- - L--T-=S=-T--Q -

R
TCAAGATCTGGTTCCAGAACCGGOGCT ACAAGT GCAAGOGGCAGCGGCAGGACCAGACTC
TCAAGATCTGGT TCCAGAACCGGOGCT ACAAGT GCAAGOGGCAGCGGECAGGACCAGACTC
Vo-Keol--W-F--Q-N-R-R-Y--K--C-K-R-Q-R-Q-D-Q-T--
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s Y
TGGAGCT GGT GBGEECT GOCCCCGOCGCCGOCGCOGCCT GOCCGCAGGAT CGOGGTGCCAG
TGGAGCT GGT GBGEGCT GOCCCCGOCGCOGOCGCOGCCT GOCCGCAGGAT CGOGGT GOCAG
L--E--L--V--G=-L--P--P--P-=P=-P--P--P--A--R -R--| - - A-- V- - P- -

TGCTGGT GOGCGAT GGCAAGCCAT GCCTAGGGGACT CGGOGCCCTACGCGOCT GOCTACG
TGCTGGT GOGCGAT GGCAAGCCAT GCCTAGGGGACT CGGCGCCCTACGCGOCT GOCTACG
V--L--V--R-D-G-K-P--CG-L--G-D-S-A-P--Y--A-P--A-- Y--

GCGTGCHIE N EE S ASEEIANA . CGCCT ACCCCGCCT AT CCGGGT TACGGCGGLG
GCGT GGGCCTCAATCCCTACGGT TATAACGCCTACCCCGCCTATCCGGGT TACGGCGECG
G-V--G-L--N-P--Y--G-Y--N-A-Y--P--A-Y--P--G-Y--G -G -

CGGCCTGCAGOCCT GGCTACAGCT GCACT GCCGCT TACCCCGCCGEGCCT TCCCCAGCGE
CGGCCTGCAGCCCT GGCTACAGCT GCACT GCCGCT TACCCCGCOGGRCCT TCCCCAGCGT
A-A-C-S-P--G-Y--S-C-T--A-A-Y--P--A-G-P--S-P-- A -

AGCCGGCCACT GOCGOOGCCAACAACAACT TCGTGAACT TCGGCGT CGGGGACT TGAATG
AGCOGGOCACT GOCGOCGCOCAACAACAACT TCGT GAACT TCGGOGT CGGGGACT TGAATG
Q-P--A-T--A-A-A-N-N-N-F--V--N-F--G-V--G-D-L--N--

CGGT TCAGAGCCCCGGGAT TCOGCAGAGCAACT CGGGAGT GTCCACGCTGCATGGTATCC
CGGT TCAGAGOCCCGGGAT TCOGCAGAGCAACT CGGGAGT GTCCACGCTGCATGGTATCC
A-V--Q-S-P--G-1--P--Q-S-N-S-G-V--S-T--L--H-G-1--

GAGCCT GGT AGGGAAGGGACCOGOGT GBCGCGACCCT GACCGAT CCCACTIBAAGAGETE
GAGOCTGGTAG: - -« v e veve e e e e e e e e e e e



Figura 12. Secuencia de nucledtidos del gen NKX2-5 (ENSG00000183072). Secuencia sefidlada con letras negras
corresponde al exén 1. Secuencia sefialada con |etras azules corresponde a exdn 2. La secuencia correspondiente al UTR
se encuentra con una extensa etiqueta amarilla. La posicion de los pares de oligonuclebtidos (etiquetas de color: azul
1AR, verde 1BF, rojo 2AR, rosa 2BF y 2BR, azil agua 2CF y 2CR y verde 2DF) son sefidlados en sus posiciones
correspondientes y en pares. Las bases en azul agua son mutaciones encontradas en esta tesis y referidas posteriormente
en este trabajo; las bases en colores representan SNPs reportados para €l gen. Primer nimero a laizquierda representala
posicion en la secuencia, €l segundo ndimero la posicion en region codificante, el tercero se refiere a la posicion de los
amino&cidos. Ref. www.ensembl.org.
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Tabla 6. Descripcion de los cebador es empleados en PCR, su productoy Tm.

Cebador Secuencia Tamaio Producto Tamaio Tm
Cebador Producto (°C)
(n) (pb)
EXTL1F 5" tag gtg acacgaaac tgc tc 3’ 20 EXON 1 800 57
Completo
EXT1R 5" gct tct gat cct ttcaat cc 3 20
ExénlaF  5Staggtgacacgaaactgctc 3 20 la 544 57
ExénlaR  5'tgtaggcac gtggat agaag 3 20
Exén1bF 5"acg ccc ttc tcagtc aaa 3 18 1b 376 57
Ex6n1bR 5"ctg gcc ctg agt ttc ttg 3 18
EXT2F 5"acg agg atc cct tac cat tac 3 21 EXON 2 1217 57
Completo
EXT 2R 5'aag ctgaaagaagcacac g 3’ 19
Exon2aF 5gtaggt caagec get ctt 3 18 2a 470 55
Exén2aR  5'tat aac cgt agg gat tgagg 3 20
Ex6n2b F 5’cag cgt gct gaaact cac 3 18 2b 518 56
Exbn2b R  5agagtcagggagctgttgad 19
Exén2cF  5'gcc aac aac aac ttc gtg aac 3° 21 2¢C 549 61
Exon2cR 5 gggatc gtc att tct tacagc a3’ 22
Exén2d F 5’agc ctg gtg tet tag ctgte 3 20 2d 271 57
Ex6n2d R 5aagctgasagaagcacacg 3 19

Se describen la secuenciay tamafio de los cebadores, el tamafio del producto y la Tm ala que fueron sometidos en la PCR.
EXT1F (extendido 1 forward) EXT1R (extendido 1 reverse) paralaamplificacion del exén 1 completo. EXT2F (extendido
2 forward), EXT2R (extendido 2 reverse) parala amplificacion del exdn 2 completo.
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Se estandarizaron las concentraciones de los compuestos para cada reaccion (Tablas 7 y 8). Se
realizaron 3 reacciones de PCR parael exbn 1y 5 parael exon 2.

Tabla 7. Concentracion de MgCl2 para cada reaccion delosexones1y 2.

EXT1 Ex6nla Ex6nlb EXT2 Ex6n2a Ex6n 2 b Ex6n 2 c Exén 2 d

MgCIl2 2mM 2mM 2.5mM 2mM 3.5mM 2.5mM 2.5mM 2.5mM

Concentraciones de MgCI2.EXTAF (extendido 1 forward) y EXTAR (extendido 1 reverse) parala amplificacion de el exdn
1 completo. EXT2F (extendido 2 forward) y EXT2R (extendido 2 reverse) paralaamplificacion del exon 2 completo.

Tabla 8. Concentracionesde la reaccion.

Concentracion

AMORTIGUADOR 1X
DNTP 0.2mM
MgCl2 VARIABLE
Taq polimerasa 1U
CEBADOR F 3pm
CEBADORR 3pm

H,O VARIABLE

Concentracién de |os compuestos para cada reaccion. MgCl2 es variable dependiendo del exdn (ver tabla 7). El agua
destilada es variable dependiendo los demés volUmenes. Cebador F (forward) Cebador R (reverse)

Se redlizaron las reacciones a sus concentraciones correspondientes, se agregd 1lul del DNA
(concentracion DNA: 50ng/ul) en estudio y finalmente se agreg6 agua destilada a la mezcla para
obtener un volumen final de reaccion de 25ul. Estas muestras fueron procesadas para PCR de
acuerdo a siguiente programa en termociclador (Tabla 9).
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Tabla 9. Programa para PCR.

Desnaturalizacion 94°C/2min
Inicial
?(’;5 Desnaturalizacion 94°C/30s
I  Alineamiento Tm
. Extension 72°C/30s
g Extension final 72°C/30s
4°C

Disefio esténdar de programas para PCR en e termociclador
empleando Platinum Tag DNA polimerasa.

Serealiz6 purificacion de los productos de PCR y se evalud calidad y concentracion.

Posteriormente se realizé secuenciacion de los productos:
e Secuenciacion: Sistema de secuenciacion automatizada por capilar ABI PRISM® 310
Genetic Analyzer (Applied BiosystemsO).
Se evalud electroferograma: Para €l andlisis de los electroferogramas de secuenciacion se empled €
programa FinchTV© v1.4.0 (Geospiza™, Inc.)

Serealiz6 andlisis comparativo de la secuencia del gen:
e Alineamiento: Para € alineamiento comparativo de secuencias se empled € programa
DNAMAN v3.0 (Lynnon Biosoft©)

Se registraron los resultados y se realizé € andlisis clinico, molecular y estadistico. El andlisis
estadistico fue realizado con la supervision del M. en C. Alfonso Reyes L opez.
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VII. RESULTADOS.

Se incluyeron 12 pacientes con CATVP, en todos ellos fue posible realizar evaluacion clinica y
estudio por secuenciacion del gen NKX2-5. Los resultados se presentan en dos partes, la primera
corresponde a las caracteristicas clinicas de los pacientes y la segunda a analisis de la secuenciacion
del gen.

7.1 Resultados del andlisis clinico de los pacientes con conexién anémala total de venas
pulmonares.

Dentro del analisis clinico se incluyeron 12 pacientes en total, 8 pacientes masculinosy 4 femeninos
con rangos de edad a partir de un mes hasta los 8 afios, todos con diagnostico de CATVP no
sindromica. En 7 de €los, las venas pulmonares desembocaron en la region cardiaca (seno
coronario), 3 en la region supracardiaca, 1 en la region infracardiaca (infradiafragmatica) y 1 fue
mixta. Dentro de las cardiopatias asociadas, en todos se encontrd CIA y 3 de ellos presentaron
ademés PCA. Ninguno de los pacientes presentaba antecedentes heredofamiliares relevantes ni
patol ogias agregadas, asi como tampoco exposicion a teratdgenos potenciales. (Tablas 10, 11, 12y
13).

Tabla 10. Clasificacion clinica de los pacientes en estudio.

Paciente Sexo Edad Desembocadura Cardiopatia HF Otras
Asociada alteraciones
1 M 6m Seno Coronario CIA No No
2 M Im Seno Coronario CIA No No
3 F m Seno Coronario CIA No No
4 M 11m Supracardiaca CIA, PCA No No
5 F 5a Seno Coronario CIA No No
6 M 1m15d Infracardiaca CIA, PCA No No
7 F 8a Seno Coronario CIA No No
8 M 10m Supracardiaca CIA No No
9 M 4a Supracardiaca CIA No No
10 M 8a Mixta CIA, PCA No No
11 M 2a3m Seno Coronario CIA No No
12 F 1abm Seno Coronario CIA No No

Se describen los datos clinicos. M: Masculino. F: Femenino. CATVP: Conexién anémala total de venas pulmonares.
CIA: Comunicacion interauricular. PCA: Persistencia conducto arterioso. HF: Antecedentes heredofamiliares.

28



Tabla 11. Relacion por sexo.

SEXO # % Relacion
Masculino 8 66.6 2
Femenino 4 33.3 1

Numero (#), porcentaje (%) y relacién entre masculinos y femeninos encontrados.

Tabla 12. Variedad de CATVP.

Desembocadura # %
Venas pulmonares

Supracardiaca 3 25
Cardiaca 7 58.3
Infracardiaca 1 8.3

Mixta 1 8.3
Variedad de CATVP segln su sitio de desembocadura. Namero (#), porcentaje (%).

Tabla 13. Cardiopatias asociadas.

Cardiopatia # %
Asociada
CIA 12 100
PCA 3 25

Cardiopatias asocidas a CATVP. Numero (#), porcentaje (%). CIA: comunicacion interauricular; PCA: persistenciade
conducto arterioso.
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7.2 Resultados del analisis molecular.

Se extrajo DNA y se determind su la concentracion y pureza, se comprob0 su integridad en geles de
electroforesis (Tabla14 y Fig. 13).

Tabla 14. Concentracién y pureza de las muestras de DNA.

# Concentracion Pureza
(muestra (ng/ul) (260nm
DNA) /280nm)

1 208 1.75

2 1148 2.18

3 286 1.81

4 225 1.77

5 887 3.37

6 454 1.85

7 152 1.67

8 66 1.91

9 171 1.76

10 142 1.88

11 243 1.85

12 477 1.76

Cuantificacion de DNA delas 12 muestras incluidas en el estudio, concentraciones determinadas en € espectrofotometro
NanoDrop ND1000 (Thermo Fisher Scientific© Inc.).

DNA

Figura 13. Electroforesis para comprobar laintegridad del DNA de pacientes, se muestran como gjemplo las muestras 1
a 8. Gel de electroforesis con agarosa 2%.
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Posteriormente se realizé estudio de PCR para amplificacion de los dos exones con 3 reacciones para
el exdn 1y 5 reacciones para € exdn 2, se evalud el tamafio de los productos por electroforesis en
gel de agarosa (2%) por electroforesis, |os tamarios esperados de |os productos de PCR se muestran
enlaTabla1l5y enlaFig. 14 se muestra un gemplo representativo de los geles realizados, en este

caso del producto 2 A.

Tabla 15. Productos PCR

Producto Tamafo
Esperado (pb)
EXON 1 completo 800
EXON 1A 544
EXON 1B 376
EXON 2 completo 1217
EXON 2 A 470
EXON 2B 518
EXON2C 549
EXON 2 D 271

Se muestra e tamarfio esperado de los productos de PCR de los exones uno y dos completos y de sus fragmentos. Pb:
pares de bases.
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Figura 14. Electroforesis de los productos de la amplificacion por PCR del fragmento 2A, con un producto esperado de
470pb, la fecha blanca sefidla e marcador de peso molecular a 500pb y los productos obtenidos de tamafio esperado
(470pb) (flecha roja) de los pacientes 1 a 12 analizados en este estudio, los carriles 13 a 15 corresponden a otras
muestras no incluidas en este andlisisy € carril 16 es un control negativo. Gel de agarosaa 2%.

Se realizd secuenciacion de los productos de PCR por el sistema de secuenciacion automatizada por
capilar ABI PRISM® 310 Genetic Anayzer (Applied Biosystems®) y se analizaron cada una de las
secuencias en busqueda de cambios y polimorfismos reportados mediante alineamiento y andlisis en
electroferograma con e programa DNAMAN y FinchTV©O© v1.4.0 (Geospiza™, Inc.)
respectivamente. Se muestran dos ejemplos de electroferogramas y andlisis de alineamiento de las
secuencias de pacientes sefialando un polimorfismo (Figs. 15y 16).
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Upper line: NEX EXONI, from 1 to 398 @ . H @ . @ . @ H E] E
Lower line: DNAMAN4, from 40 to 437 ”% - g @ E m
NEX EXONL:DNAMAN4 identity= 97.04%(394/406) gap=2.7 Go o Base No. | Find Sequence |CTAAACCTGGA

L et e e GCCTGEIA AGACATCC TAAACCT GO AGCAGE AGC.
RERRRY 280 70 280
1 GGCCCCTGGCCCANTCNCAGGCTGAGNNCCCCTCCTCTGGECCTGETA! Verical

Scale

22 CCCTTIGTGCTCAGCGCTACCTGCTGCCCGRACACATCCAGAGCT GO

FECEEETERET R e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
61 CCCTTGTGCTCAGCGCTACCTGCTGCCCGGACRCATCCAGRGCT GG

82 GGCGEGCGGECEECACCATGCAGGGRAGCTGCCAGEGECCETGRGECAR

FEECEEEERE e e e e e e e e e e e e e e |
121 GGCGGEGCGGCGGCACCAT GCAGGGARGCT GCCAGEGECCETGGECAG

142 CGCCCACCIGGCGCIGIGRGACTGGCGCTGCCACCATGITCCCCAGE

FECEEETERET R e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
181 CGCCCACCTGECGCTGTGRGACTGECGCTGCCACCATGTTCCCCAGE

202 CCACGCCCTICTCAGTCARLGACATCCTARACCT GEARCAGCAGCAR
Reset Scales |

FEEEEEEERE e e e e e ey reerer
241 CCACGCCCTITCICAGICARRGACATCsN R smic e GCAGCAGCAG

Horizontal Scale

Selected Base G278

Figura 15.Alineamiento y electroferograma del paciente nimero 1. A laizquierda se muestra el alineamiento de la secuencia de estudio (secuenciainferior) con la
secuencia consenso (secuencia superior) del exon 1 con el programa DNAMAN. A la derecha se muestra electroferograma en €l cual se analizala secuenciaen la
region del cambio encontrado (polimorfismo rs2277923) marcado con sombra azul.
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1 TICCGCAGNG.ARCTCGGGAGIGICCACGCTGCRAIGETATCCGAGCCTIGRETAGGGARGGE 100 10

PEEEEEEE F e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e M;T;T:'
62 TTCCGCAGAGCARCTCGGGAGTGTCCACGCTGCAT GETATCCGAGCCTGRTAGEGARGEE

©0 AC...CGCGIGGNANCCCTGACANTINCCCACCICARCAGCTCCCIGACTCTCGNGGGGAG

[ I O I R AR AR B FEEEEREERE e e s e
122 RCCCGCGIGGCGCGRCCCTGACCGATCCCACCTCARCAE mssmi imimine ZGEGGAG

117 RAGGGGCT.CCRACATGACCCTGAGTCCCCTGGATTTTGCATTCACTCCTGCGRA. ACCT

PEEEREEE PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey et
182 RAGGGGCTCCCAACATGACCCTGAGICCCCTGGATITTTIGCATTCACTCCIGCGGAGACCT EL

175 RGGERACTITITCIGICCCACGCGCGITIGITCTIGCECACGGEAGRGTITIGIGGCGGCGA /\

TECEEERRRRER e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el 1 |
242 AGGRACTTTITTCTGTCCCACGCGCGITTGITCTTGCGCACGGRAGRAGTTTGTGECGGCGA
Reset Scales |

Horizontal Scale

235 TTATGCAGCGTGCAATGAGTGATCCTGCAGCCTGGTSTCTTAGCTGICCCCCCAGEAGTG
LOLEEEEE R R LR irrnnnnny| Selected Base N:110

Figura 16. Alineamiento y electroferograma del paciente nimero 9. A laizquierda se muestra el alineamiento de la secuencia de estudio (secuenciainferior) con la
secuencia consenso (secuencia superior) del exon 2. A la derecha se muestra electroferogramaen el cual se analizala secuenciaen laregion de un cambio
encontrado (polimorfismo rs703752)



Se concentraron los resultados de los pacientes en 3 tablas, una con los polimorfismos
identificados, otra con las mutaciones encontradas y una tercera concentrando todos los
resultados. En la tabla 16 se muestran los polimorfismos encontrados. Se han reportado 11
polimorfismos en NKX2-5, de éstos, solo se encontraron 2, el rs2277923 y el rs703752, tanto en
los pacientes como en los controles. Para e polimorfismo rs2277923 cuatro pacientes muestran
homocigocidad para G/G, 7 son heterocigotos para A/G y uno es homocigoto para € aelo
silvestre (A/A). Para e polimorfismo rs703752, cinco pacientes son heterocigotos para G/T,
cinco presentaron el aelo silvestre de manera homocigota (G/G) y uno no fue informativo ya
gque su secuenciacion terminé de forma prematura, antes de la posicion del polimorfismo
mencionado.

Tabla 16. Polimorfismos en pacientes.

Ref SNP. ID rs2277923 rsr703752
Posicion mRNA 239 1212
Alelos R=A/G K=G/T
Aminoacidos 21 Glu [E] 3UTR
1 G/IG GIG
2 G/IG GIG
3 A/G GIT
4 AlA GIG
5 A/G GIT
6 A/G GIT
7 G/IG GIG
8 GIG No informativo
9 AIG GIT
10 A/G GIG
11 A/G GIT
12 A/G GIG

Polimorfismos encontrados en pacientes. SNP: polimorfismo de nucledtido Unico. A: adenina; G: guanina; T:
timina. Glu: glutamato. UTR: region no traducida. En el paciente nimero 8 €l rs703752 no fue informativo por lo
mencionado en €l texto.
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Se compararon los resultados obtenidos de los polimorfismos con |6 controles analizados
previamente para este gen. Los controles correspondieron a sujetos sanos, mexicanos en tres
generaciones, mayores de 18 afios que con consentimiento informado, donaron una muestra de
sangre para formar parte del banco de DNA del Departamento de Genética. Para €
polimorfismo rs2277923, ocho de los controles son heterocigotos para A/G, Siete son
homocigotos para G/G y uno es homocigoto para €l alelo silvestre (A/A). Para €l polimorfismo
rs703752 dos controles son heterocigotos para G/T y catorce son homocigotos para € aelo
silvestre (G/G) (Tabla 17).

Tabla 17. Polimor fismos en controles.

Ref SNP. 1D rs2277923 rs703752
Posicion mRNA 239 1212
Alelos R=A/G K=GIT
Aminoé&cidos 21 Glu [E] 3UTR
1 AIG GIT
2 AlG G/G
3 AlG G/G
4 AlG G/G
5 AlG G/G
6 AlG GIG
7 GIG G/G
8 GIG G/G
9 G/IG G/IG
10 GIG GIG
11 AIG GIT
12 GIG G/G
13 G/IG G/IG
14 A/A GIG
15 AlG G/G
16 GIG GIG

Polimorfismos encontrados en controles. SNP: polimorfismo de nuclebtido Unico. A: adenina; G: guanina; T:
timina. Glu: glutamato. UTR: region no traducida.
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Se compararon los polimorfismos encontrados en los controles y los pacientes con CATVP
(Tabla 18).

Tabla 18. Frecuencia de polimorfismos en controlesy pacientes

SNP Alelos M éxico Controles México CATVP
(16) (12)

rs2277923 AlA 0.062 0.083

AlG 0.5 0.58

G/IG 0.437 0.33
rs703752 G/IG 0.875 0.5

GIT 0.125 0.41

T/T - -

Se describen la frecuencia de los polimorfismos encontrados en nuestra poblacion en controles y pacientes.

Se analizaron también los cambios correspondientes a mutaciones tanto previamente reportadas
como nuevas. En 5 de los 12 pacientes se encontraron mutaciones, todas ellas en € exén 2. En
los cinco pacientes se presentaron por |0 menos dos mutaciones.

La primera mutacion encontrada esta en la posicion 548 mRNA y corresponde a un cambio de
GIT, la cual esta presente en los 5 pacientes (Fig. 17). En tres de estos mismos pacientes se
encontrd otra mutacion en la posicion 552 mRNA que corresponde a un cambio G/T (Fig. 18).
Asi mismo los cinco pacientes son heterocigotos para una mutacion en la posicion 596 mRNA
con un cambio G/T (Fig. 19). Finamente en un paciente se encontré una mutacion en la
posicion 719 mRNA con un cambio A/G paralacual es heterocigoto (Fig. 20).

Se ponen como gjemplos representativos de los cambios en la secuencia (mutaciones) los
electroferogramas de los pacientes Figs. 17 a 20. Todas las reacciones de secuenciacion fueron
realizadas en una sola cadena y con un cebador que cubriese la region de interés de los
productos de PCR, yafuese en direccion 5'-3' 60 3'-5' de la secuencia.
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Tabla 19. M utaciones.

Alelo silvestre G G G G

6 GIT GIG GIT GIG

Se describen las mutaciones encontradas en cinco pacientes, su posicion en el mRNA y € aelo silvestre.



Tabla 20. Polimorfismosy mutaciones.

SNP/M ut rs2277923 rs703752 M ut M ut M ut M ut
Posicion mRNA 239 1212 548 552 596 719
Alelos R=A/G K=G/T K=G/T K=G/T K=G/T R=G/A
Aminoacidos Glu 3'UTR Lys/Asn Glu/stop Lys/Asn GIn/GIn
Posicién codon 21 UTR 124 126 140 181
1 G/G G/G G/T - G/T -
2 G/G G/G G/T G/T G/T -
3 AIG G/T - - - -
4 A/A G/G - - - -
5 AIG G/T G/T G/T G/T -
6 AIG G/T G/T - G/T -
7 G/G G/G G/T G/T G/T G/A
8 G/G No informativo - - - -
9 A/IG G/T - - - -
10 AIG G/G - - - -
11 A/IG G/T - - - -
12 A/IG G/G - - - -

Mutaciones y polimorfismos de los 12 pacientes analizados. SNP (polimorfismo de nucleétido Unico). Mut: mutacion. T: timina; G: guanina; A: adenina. Glu:
glutamato;GlIn: glutaminag;Lys: lisina; Asn: asparagina; UTR: region no traducida. Los polimorfismos (SNP) son sinénimos, las mutaciones (Mut) que generan otro
aminoacido son mutaciones de sentido equivocado y la que genera un codon de paro prematuro (stop) es una mutacion sin  sentido.
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Figura 17. Electroferogramas correspondientes a las mutaciones encontradas en los pacientes 1, 2, 5, 6 y 7. Se
muestra € lugar del cambio y las sefiales observadas conrresponden a una roja (T: timina) y a una negra (G:
guanina).
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Figura 18. Electroferogramas correspondientes a |as mutaciones encontradas en los pacientes 2, 5y 7. Las sefiales
observadas en €l eectroferograma corresponden a unanegra (G:guanina) y unaroja (T:timina).
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Figura 19. Electroferogramas correspondientes a las mutaciones encontradas en los pacientes 1, 2, 5, 6 y 7. Sefid
negra corresponde a G: guaninay la sefial rojacorrespondeaT: timina,
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Paciente 7: AIG

Figura 20. Electroferograma demostrando un cambio (mutacion) en el paciente 7 con dos sefiales: verde A:
adenina, negra G: guanina.

43



VIII. DISCUSION.

Las CC son las malformaciones congénitas més comunes, dentro de ellasla CATVP es una cardiopatia
rara, que contribuye con e 1.5-3% de todas las CC® y la encontramos de forma aislada en el 67% de
los casos. En e Hospital Infantil de México Federico GOmez es una de las cardiopatias con mayor
nimero de consultas e intervenciones quirdrgicas. En este trabajo se estudiaron clinica y
molecularmente a 12 pacientes con CATVP aislada.

Algunos de los datos clinicos de nuestros pacientes fue posible compararlos con la estadistica
reportada en 4 tesis de posgrado sobre €l tema de CATVP, si bien estas tesis tienen enfoques diferentes
al presente trabgjo, ya que primordialmente estan dirigidas al érea de diagnostico y morfologia. Las
referidas tesis recogen la experiencia en 4 Instituciones (HIMFG, Instituto Nacional de Pediatria, IPN
e Ingtituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chévez y Hospital de Pediatria del CMNSXXI) en
diferentes periodos y con diversas variables, si bien algunos de los datos son adecuados para
considerarlos en nuestra poblacién. Ninguna de estas tesis incluye andlisis molecular "*3°,

En relacién a los antecedentes heredofamiliares, ninguno de los pacientes presenté antecedentes de
importancia ni factores ambiental es prenatales aparentes que pudieran identificarse por historia clinica
registrada en el expediente. Esta circunstancia es similar a los reportado en la literatura®® ya que no
son comunes |os casos familiares ni se han identificado teratégenos potenciales.

El andlisis de las variables revisadas en |os pacientes demostrd que entre los 12 pacientes estudiados €l

genero mas frecuentemente afectado fue el masculino con unarelacion de 2:1 (M:F) la cua es menor a
|a observada en la literatura mundial de 3.6:1 (M:F)'*. Esta situacién de predominancia en masculinos
fue corroborada con |os datos encontrados en una de | as tesis'™.

En este estudio en relacion a la clasificacion de variedades de la CATVP, la desembocadura mas
frecuentemente encontrada fue la cardiaca (seno coronario), la cual se presentd con una frecuencia del
58%, lo cual se encuentra por encima de lo reportado en laliteratura mundial que es del 20%, seguida
de la supracardiaca con un porcentaje menor (25%) a la literatura (40-50%), la infracardiaca con el
menor porcentgje (8.3% infradiafragméticos) la cua es ligeramente menor a lo reportado (10-20%) y
lamixta en la que se observé un porcentaje similar (8.3% vs 10%)*** (Tabla 21).

La cardiopatia asociada con mayor frecuencia a la CATVP en estudios previos es la CIA (92%)
seguida de la PCA (22%) y otras cardiopatias. Nuestros resultados fueron semejantes con un 100% y
25% respectivamente™ (Tabla 21).



Tabla 21. Comparacion dela clasificacion dela CATVP y cardiopatia asociada .

Poblaciones INP HIMEFG CMN Mundial HIMFG
(116) (61) (99) CATVP
(12)
Supracardiaca 45% 34.4% 42% 40-50% 25%
Cardiaca 39% 47 5% 39% 20% 58%
Infracardiaca 6.7% 3.2% 12%* 10-20% 8.3%
Mixta 5% 14.7% 7.1% 10% 8.3%
Cardiopatia PCA PCA PCA PCA PCA
ascociada

Se muestran los resultados de 3 tesis de posgrado sobre el tema, correspondiendo al INP (Instituto Nacional de Peditriacon
116 pacientes)’’, HIMFG (Hospital Infantil de México Federico Gdmez con 61 pacientes)'®, CMN (Centro Médico
Nacional Siglo XX con 99 pacientes, *no se conté con el dato de la variedad infracardiaca, el nimero mostrado es el
inferido con lainformacion presentada en este estudio)*; la quinta columna muestra lo reportado mundialmente y la dltima
columna muestra lo reportado en este trabgjo™*>.

Si bien pareceria que para el presente estudio la variedad cardiaca es la méas frecuente en nuestra
poblacién debemos considerar que esta aseveracion no puede hacerse debido al tamafio pequefio de la
muestra con solo 12 pacientes, mientras que e nimero minimo de las demas series fue 99. Sin
embargo Ilama la atencién que en € estudio del HIMFG!® fue encontrado el mismo resultado, por lo
gue no podemos descartar que esta variedad sea realmente la mas frecuente en nuestra poblacion.

Las CC en general son enfermedades con herencia multifactorial. Dentro de los factores genéticos se
han encontrado una variedad de genes relacionados con el desarrollo y patologia cardiaca. De estos,
NKX2-5 es uno de los factores de transcripcion expresados muy tempranamente durante €l desarrollo
cardiaco, a cua se le atribuye una capacidad multifuncional dada la variedad de patologia cardiaca
asociada. NKX2-5 contribuye con aproximadamente un 3-4% de mutaciones en todas las CC. Sin
embargo, a menos en dos estudios en series de pacientes y tegjido cardiaco se han detectado
mutaciones de este gen. En particular en e estudio de Draus y colaboradores® se reportaron cambios
heterocigotos en pacientes con CATVP en NKX2-5, encontrando 2 cambios sinbnimos. Glu21Glu
(exdn 1), Ala284Ala (exdn 2).

A pesar de diversas investigaciones sobre CC, la CATVP no se ha asociado hasta ahora con alguna
causa genética especifica, si bien se han reportado algunas familias en las cuales hay segregacion de la
enfermedad, asi como algunos rearreglos cromosomicos los cuales han permitido su relacion con
agunos loci'#??'% ge nsiste en que las CC son de etiologia multifactorial principalmente, y que
mutaciones en genes como NKX2-5 serian uno de los factores precipitantes de esta situacion al
intervenir en las redes génicas de desarrollo, tal vez con un efecto sumativo o aditivo ala presentacion
de la patologia, tomando en consideracion otros factores tanto genéticos como ambientales’. Para
determinar esta situacion, en primer lugar es necesario establecer si hay alteraciones en la secuencia
del gen en pacientes con CATVP.
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En los 12 pacientes analizados, se identificaron 2 de los 11 polimorfismos reportados
(www.ensembl.org). Los polimorfismos reportados fueron rs2277923 €l cual corresponde a un cambio
de A/G y e polimorfismo rs703752 que corresponde a un cambio G/T. El primer polimorfismo es
sinbnimo ya que € cambio de nucledtido no genera un cambio de aminoacido. El segundo
polimorfismo se encuentra en la region UTR 3". Ninguno de los 2 polimorfismo se ha relacionado
directamente a alguna patol ogia y también se han encontrado en controles normales.

Como se observa en la Tabla 22 los SNP encontrados en nuestra poblacion tanto de controles como
pacientes se reportan en otras poblaciones. El SNP rs2277923 lo encontramos muy frecuentemente en
nuestra poblacion. La frecuencia del homocigoto A/A (silvestre) en nuestra poblacion es similar alo
reportado en africanos pero esta frecuencia es mayor en poblaciones europeas y asidticas. La
frecuencia del heterocigoto A/G es similar en todas estas poblaciones (nuestro estudio, europeos,
asidticosy africanos). Por otra parte, la frecuencia del homocigoto G/G de nuestra poblacion es similar
a la reportada en asidticos, pero la frecuencia es mayor en africanos y significativamente menor en
€uropeos.

El polimorfismo rs703752 con e cambio G/T lo observamos en cerca de la mitad de nuestros

pacientes, 1o cual es similar a lo reportado en la poblacidn europea y esta en menor proporcion en
nuestros controles, en asidticosy ligeramente menor en africanos (Tabla 22).
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SNP Alelos Europea Europea

rs2277923 AIA
AIG
GIG
rsi03752  GIG
GIT
T

CEU
(116)

0448
0.517
0.034
0.448
0.466
0.086

CEU
(120)

Europea Asdtica  Asdtica Asdtica Asatica Asidtica
(46) JPT JPT HCB HCB (48)
(8) @0 0 @

0435 0.114 0.2 0.125
0478 0.386 0.467 05
0.087 05 0.333 0.375

0818 0.867
0.159 1 0133 1
0023

Africa

(118)
0,068
0.305
0627
0627
0322
0,051

Tabla 22. Frecuencias de polimor fismos reportados en México y e mundo.

Africa

(120)

(44)

0.045
05
0455

Afroamericana  México
HapMap HapMap AFF EUR PANEL HapMap HapMap HapMap HapMap AFD EUR PANEL Subsshariana Subsahariana AFF_EUR_PANELControl
HapMap YRI HapMap YRI

(16)

0.062
05

0437
0875
0125

México
CATVP
(12

0.083
0.58
0.33
05
041

Se muestran |os alelos encontrados en |as distintas poblaciones asi como en este estudio. SNP: polimorfismo de nucledtido Unico. A: adenina; G:guaning; T:timina.

(n) nimero de pacientes analizados.
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El polimorfismo rs2277923, de acuerdo alo observado en nuestros controles y pacientes analizados, es
muy frecuente en nuestra poblacién. El andlisis estadistico no demostré una p significativa (Tabla 23).

Tabla 23. Andlisis estadistico del polimorfismo rs2277923

*positivos rspolinorfisnp 2277923
tabi 15 11 \ 1 1, cell chi2 colum exact expected row

[ frequency |
| expected frequency |
[ row percent age |
| colum percentage

| cell percentage |

e +
[ col
row | 1 2 | Tot a
___________ T
1| 15 11 | 26
[ 14.9 11.1 | 26.0
[ 57. 69 42.31 | 100. 00
[ 93.75 91. 67 | 92. 86
[ 53. 57 39.29 | 92. 86
___________ o
2 | 1 1] 2
[ 1.1 0.9 | 2.0
[ 50. 00 50. 00 | 100. 00
[ 6.25 8.33 | 7.14
[ 3.57 3.57 | 7.14
........... o
Total | 16 12 | 28
[ 16.0 12.0 | 28.0
| 57. 14 42.86 | 100. 00
[ 100. 00 100. 00 | 100. 00
| 57.14 42.86 | 100. 00

Fi sher's exact = Pr= 1.000
1-sided Fisher's exact = 0. 683

Prueba exacta de Fisher. Se muestra una p (Pr): 1 para e polimorfismo rs2277923 entre pacientes y controles.
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En nuestros pacientes este polimorfismo se observa en su mayoria de forma heterocigota i ndependi entemente de su desembocaduray
cardiopatia asociada. Laforma homocigota se observé en formas cardiacas y supracardiacasy con CIA como Unica cardiopatia asociada
(Tabla24).

Tabla 24. Polimorfismos en pacientes.

Paciente Sexo Desembocadura Cardiopatia rs2277923 rs2277923 rs703752 rs703752
asociada Homoaigoto Heterocigoto Homocigoto Heterocigoto
(SNP-Silvestre) (SNP-Silvestre)
1 M Seno coronario CIA + +
2 M Seno coronario CIA + +
3 F Seno coronario CIA + +
4 M Supracardiaca CIA, PCA + +
5 F Seno coronario CIA + +
6 M Infracardiaca CIA, PCA + +
7 F Seno coronario CIA + +
8 M Supracardiaca CIA - NI NI
9 M Supracardiaca CIA + +
10 M Mixta CIA, PCA + +
11 M Seno coronario CIA + +
12 F Seno coronario CIA + +

Se muestran | os polimorfismos encontrados en |os pacientes, asi como € fenotipo de estos. NI: No informativo.
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El polimorfismo rs703752 no fue tan frecuente en nuestros pacientes como e polimorfismo
anterior y se presentd en todos los casos de forma heterocigota independientemente de la
desembocaduray la cardiopatia asociada. En este caso si hubo una diferencia estadistica entre la
frecuencia del polimorfismo en los pacientes y en los controles (p=0.08). Es importante aclarar
gue debido a que en la secuencia génica de uno de los pacientes analizados, no fue posible
revisar laregion correspondiente a polimorfismo rs703752, se elimind del andlisis (Tabla 25).

Tabla 25. Andlisis estadistico del polimorfismo rs703552

*positivos polinorfisnmo rs703752
tabi 2 5\ 14 6, cell chi2 colum exact expected row

[ frequency |
| expected frequency |
| row percent age

| columm percentage |
| cell percentage |

. +
[ col

row | 1 2 | Tot a
___________ o

1] 2 5 | 7

| 4.1 2.9 | 7.0

| 28. 57 71.43 | 100. 00

| 12.50 45. 45 | 25.93

| 7.41 18.52 | 25.93
___________ e

2 | 14 6 | 20

[ 11.9 8.1 | 20.0

[ 70. 00 30.00 | 100. 00

| 87.50 54.55 | 74.07

| 51.85 22.22 | 74.07
___________ T,

Total | 16 11 | 27

| 16.0 11.0 | 27.0

[ 59. 26 40.74 | 100. 00

| 100. 00 100. 00 | 100. 00

[ 59. 26 40.74 | 100. 00
Fi sher's exact = Pr= 0. 084
1-sided Fisher's exact = 0.071

Prueba de Fisher exacta. Polimorfismo rs703552. Se muestra una p:0.084 que demuestra cierta dependencia entre
las variables.

Si bien la presencia de polimorfismos se ha asociado a la presentacion de diversas patologias
complejas multifactoriales, como por ejemplo lo son las CC, no podemos concluir con este
tamafio de muestra que se trate de esta situacion. Ademas, estos polimorfismos han sido
reportados con una ata frecuencia en a menos una poblacion méas que es la poblacion
aemana®.

Se encontraron 4 mutaciones distintas no previamente reportadas. Las nuevas mutaciones
encontradas en este trabajo estan en las posiciones 548, 552, 596 y 719 del mRNA de NKX2-5.
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L as mutaciones corresponden atransversiones G/T para los tres primeros cambios y la mutacién
en laposicion 719 mRNA es una transicion A/G (Fig. 12). La mutacion en la posicién 548 del
mRNA corresponde a aminoéacido 124. Este codifica una K (lisind) y cambia a una N
(asparagina) la cual es una mutacion de sentido equivocado. La mutacion en la posicion del
nucledtido 552 corresponde al aminoécido 126, el cua codifica una E (glutamato) que cambia
por un codon de paro prematuro, la cual es una mutacion sin sentido. La mutacion del
nucledtido 596 corresponde a aminoécido 140. Este codifica una K (lising) y cambia a una N
(asparagina) la cual es una mutacion de sentido equivocado. La mutacién del nucledtido 719
corresponde a aminoacido 181 que codifica una Q (glutamina) y es una mutacién sinbnima ya
gue no hay cambio de aminoécido (glutamina por glutamina) (Tabla 20).

Para determinar si estas mutaciones cambiaban aminoacidos evolutivamente conservados y por
lo tanto presumiblemente importantes para la funcion de la proteina, la secuencia de
aminoacidos de la proteina NKX2-5 fue comparada con la secuencia de aminoacidos de la
proteina en 1os siguientes organismos cuyas secuencias proteicas fueron obtenidas de la base de
datos de www.nchi.nlm.nih.gov y comparadas mediante el programa COBALT (Constraint-
based multiple alignment tool): Drosophila (ABM87626, gi124000235), Xenopus laevis
(AAG42363, 0i11991859), Canis familiaris (ABC71311, i85542661), Rattus norvegicus
(NP446103, @i16758952), Mus musculus (NP032726, @i6679068), Equus caballus
(XP001917241, gi194219591), Pan Troglodytes (XP518104, gi114603418) y finamente la
secuencia en humanos, Homo sapiens (P52952, gi1708211) Fig. 21. Se muestra la posicion de
los aminoacidos correspondientes alas mutaciones en la Fig. 22.

Accession \ Description
V| ABM3TE26.1 NK2 transcription factor related, locus 5 (Drosophila) [synthetic construct] =refiNP_004378.1] NK2 transcription fact
V| AAG4Z363.1 Nix2-0 [Kenapus lasvis]
V| ABCT1311.1 NKX2-5 [Canis familiaris] =refiNP_001010959.1) NK2 transcription factar related, locus 5 [Canis lupus familiaris] =
Y| NP 4461031 NK2 transcription factor related, locus 5 [Rattus norveqicus] =sp|035767.1)NKX25_RAT RecMame: Full=Homeoba
VI NP 032726.1 NK2 transcription factor related, locus 5 [Mus musculus] =sp|P42582 1|NKX25_WOUSE Rechame: Full=Homeabo
Y| XP 0019172411 PREDICTED: similar to transcription factor NKX2.5, partial [Equus caballus]
Y| AP 5181042 PREDICTED: NKZ transcription factor related, locus 5 [Pan froglodytes]
V| P529521 Rechlame: Full=Homeobox protein Nkx-2.5: Althlame: Full=Homeobax protein NK-2 homolag E: Althame: Full=Can

Figura 21. Listado de organismos con los que se compard la secuencia de aminoécidos humana de NKX2-5.
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ABMETE26 81  HCASAFPRAPAFYPRAYSDPDPAKDPRAERKELCALQKRVELEKTEADNAERFRARRER

J7LFSQAQVYELERRFED) 160
V] 2n542363 ST 751 7 U R E—

ABCTI31L 80  HCAPAFPGAPAFYPRAYGDPDTAKDPRADKKELCSLQKAVELEKPEADGAERTRARRERKIRVLESOACVYELERRFEDD 159
NE 448103 80  KCSPAFPTAPTFYPRAYGDPDPAKDPRADKKELCALQKAVELDKAEYDGAERRRPRRERKTHVLESOACVYELERRFEDD 159
NP 032728 80  KCSPAFPRAPTFYPGAYGDPDPAKDPRADKKELCALQKAVELDKAEYDGAERPRARRERKTPRVLEFSOACVYELERRFEDD 159
L 001917241 38  HCAPRFP-APAFYTRAYGDPDPGKDFRGIEKELCALQKAVELEKFDADGAERFRARRRRKPRVLFIQROVYELERRFEDD 116
£P 518104 81  HCASAFPRAPAFYPRAYSDPDPAKDPRAERKELCALQKAVELEKTENDNAERFRARRERKPRVLESQACVYELERRFEDD 160
P52952 81  HCASAFPRAPAFYPRAYSDPDPAKDPRAEKKELCALQKAVELEKTEADNAERTRARRERKIRVLESOACVYELERRFEDD 160

ABMETR26 16l RYLSAPERDOLASVLKLIRTVHTWEONRRYKCKRORODQTLELVGL-PPPPPPPARRIAVEVLVROGEPCLGDSAPYAR 239

ABCT1311 160 RYL3APERDQLASVLELIRTCVHIWEQNRRYKCKRORODGTLELVGL-~-PPEPPFARRIAVFVLVRDGKFCLGDSAFYAR 237
WIne 446103 160 RYLSPAERDQLASVLKLIRTOVHIWEONRRYKCKRORODQTLELLG----FPPPPRRRIAVEVLVROGKFCLGDSAAYAR 235
VIne 032726 160 RYLSAPERDQLASVLKLIRTOVHIWFONRRYKCKRORODQTLELLG----FPPPPARRIAVEVLVROGKFCLGOFAAYAR 235
Vg no1917241 117 RYLSAPERD LA LKL T R T VAT RFONRR YK CKR QR DT LELVGL--PPEPPPARRIAVEVLVEDGKPCLGDSAPYRD 194
Vlgp 518104 161 RYLSAPERDOLASVLKLIRTOVHIWFONRRYKCKRORODOTLELVGLPPPPPPPPARRIAVEVLVROGKPCLGDSAPYAR 240
w 161 RYLSAPERDOLASVLKLIRTOVHTWFONRRYKCKRORADOTLELVGL-PPPPPPPARRIAVEVLVROGKECLGDSAPYAR 239

Figura 22. Se muestra la secuencia de aminoacidos de NKX2-5 en humanos comparada con los organismos
referidos en el texto. A la izquierda se muestra las claves de identificacion de las secuencias de aminoacidos
analizadas, lainferior correspondiendo ala proteina humana. En los recuadros de colores se muestra la posicion de
los aminoécidos involucrados: Naranja corresponde al 124 (K) y 126 (E), rojo al 140 (K) y azul al aminoacido 181

Q).

La proteina NKX2-5 estd formada por 324 aminoacidos, en relacion a su estructura, los
aminoacidos 9 a 19 forman e dominio TIN, los aminoécidos 138 a 197 conforman el dominio
de union a DNA y los aminoécidos 214 a 230 se relacionan a dominio NK-2 especifico. Los
aminoacidos 124y 126 en los que se identificaron cambios en este estudio, no se encuentran en
ninguno de estos dominios. Los cambios encontrados en los aminoécidos 140 y 181 se
encuentran en e homeodominio y en particular la mutacion en el aminoacido 140 corresponde a
una mutacion de sentido equivocado. La experiencia reportada en la literatura en relacion con
las mutaciones en esta regién que son mutaciones de sentido equivocado o sin sentido dentro del
homeodominio y las mutaciones sin sentido que generan proteinas truncadas con pérdida del
homeodominio, ateran la capacidad de union del DNA de la proteina y los fenotipos asociados
a estas mutaciones son probablemente secundarios a haploinsuficiencia®. En relacion a
mutaciones de NKX2-5 e hipotiroidismo se ha propuesto tanto una reduccién de las propiedades
de transactivacion como un efecto dominante negativo™.
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En relacion a las mutaciones reportadas en éste estudio y los fenotipos encontrados en los
pacientes, las mutaciones de sentido equivocado (aminoacidos 124 y 140) se asociaron a
pacientes con desembocadura a seno coronario (80%) e infracardiaca (20%) y con CIA (80%)
como Unica cardiopatia asociada. La mutacion sin sentido en el aminoécido 126 se asoci6 con
pacientes con desembocadura en seno coronario (100%) y CIA (100%) como Unica cardiopatia
asociada. La mutacion sindénima (en el aminoacido 181) se presentd solamente en un paciente
femenino con desembocadura a seno coronario y CIA quien presentaba los 4 cambios en la
secuencia (Tabla 26).
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Tabla 26 . Mutaciones encontradas en los pacientes estudiados y su relaciéon con la desembocadura de las venas pulmonaresy la
cardiopatia asociada.

Paciente Sexo Desembocadura Cardiopatia Mutacién Mutacién Mutacién ~ Mutacion
asociada 548 552 719

1 M Seno coronario CIA +

2 M Seno coronario CIA + +

3 F Seno coronario CIA

4 M Supracardiaca CIA, PCA

5 F Seno coronario CIA + +

6 M Infracardiaca CIA, PCA +

7 F Seno coronario CIA + + +
8 M Supracardiaca CIA

9 M Supracardiaca CIA
10 M Mixta CIA, PCA
11 M Seno coronario CIA
12 F Seno coronario CIA

M: masculino. F: femenino. CIA: comunicacion interauricular. PCA: persistencia de conducto arterioso.
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Sobre estos hallazgos deben hacerse varias consideracion, la primera que fueron realizados en
una sola cadena de DNA y de ser posible deben confirmarse con la secuencia complementaria
correspondiente.

Con los resultados obtenidos en este estudio se corrobora que e gen NKX2-5 es un gen
polimorfico en nuestra poblacion a igual que para otras poblaciones, en particular para dos
polimorfismos (rs2277923 y rs703752), los cuales se encuentran, e primero en el exon 1y e
segundo en la region UTR del ex6n 2. También estos resultados demuestran que si existen
mutaciones en este gen en pacientes con CATVP, s bien hay reportes que identifican esta
situacion, este estudio corresponderia a una de las series mas extensas.

Llama la atencion la presencia de méas de una mutacién o de un polimorfismo en un mismo
paciente, pero no debemos perder de vista que se trata de una patol ogia multifactorial y que por
ello tenga un efecto sumatorio que seaimportante para la presentacion de |la patol ogia.

Ya que los pacientes con CATVP tienen varias mutaciones y polimorfismos, a futuro seria
importante determinar haplotipos para saber si son heterocigotos compuestos o si todos los
cambios estan en un mismo alelo. Esto es importante para evaluar la actividad de la proteinas,
aun cuando pueda haber dominancia negativa.

Finalmente queda laincdgnita de cdmo estas mutaciones podrian aterar lafuncidon de NKX2-5y
contribuir a la alteracion cardiaca del tipo CATVP, una consideraracion seria que las
mutaciones de NKX2-5 ocasionan una alteracién de la funcion como factor de transcripcién en
las redes génicas que intervienen en el desarrollo cardiaco, por tanto, existen alteraciones tanto
en el sistema de conduccién como en la estructura normal del corazdn por este factor de
transcripcion, 1o que ocasiona falla en e reconocimiento del sitio de emergencia habitual de los
grandes vasos, en particular de las venas pulmonares.

Sin embargo en este tipo de patologias multifactoriales no puede descartarse el impacto

ambiental y seguramente también de otros genes de las redes mencionadas cuya accion aditiva
modificael desarrollo cardiaco normal.
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w2008, Ao de la Educacldn Fislca v el Deporte

DEPARTAMENTO DE GENETICA
DEPARTAMENTO DE CARDIOLOGIA

Carta de consentimiento para participar en el protocolo de investigacion:

“"Busqueda y caracterizacion de mutaciones en el gen NKX2-5 en
pacientes mexicanos con conexion andmala total de venas pulmonares”

INVESTIGADORES

Dr. Francisco Flores Ramirez. Dr. Alfredo Vizcaino Alarcén
Investigador Principal Investigador Suplente
Departamento de Genética Departameanto de Cardiclogia

Estimado paclente o tutor:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado
arriba, el cual es una investigacién que pretendes conocer y entender mejor
porque se presenta la enfermedad que tisne su hijo. Esta investigacion estudia
las caracteristicas y los cambiocs que pudiera haber en el material hereditario
que contiene la informacidn para un desarrollio adecuado del corazdén, vy gue tal
vez, si se encuentran cambios puedan estos causar alteraciones en este
desarrollo. Por ello esta investigacion puede proporclonarncs conocimientos
que ayuden a otras personas en un futuro,

Clusramos que usted sepa que participar en esta investigacion es totalmente
veluntario y que usted puede decidir no participar en el estudio y en este caso,
no perderia ninguna prestacion a la que tiena derecho en la atencién a su hijo.

Si ustedes estan de acuerdo en participar y dependiendo de la edad vy
condiciones de su hijo, ademas de explicarles a ustedes las caracteristicas dal
estudio podemos también explicarle a &l o a alla, las caracteristicas del referido

estudio y solicitar también su consentimiento. -

C-.

INSTITUCION DE SERVICIO MEDICO, ENSENANZA E INVESTIGACION, AFILIADA A LA UNAM

or. Marguez 1682 Col. Doctores 067240, México, O.F
Teléfono: .53 38 66 17 woene himigedu.mx
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manera en que esta arreglada esta informacion se le llama gen y en el caso de
las enfermedades mencionadas se piensa que un gen llamado NKX2-5 podria
estar alterado o con cambios y esto haria que se presentara la enfermedad. El
proposito de este estudio es buscar los posibles cambios en el material
genetico de su hijo y el de ustedes, y saber si este gen esta alterado, lo que
nos ayudara a saber si realmente este gen tiene alguna participacién en causar
este tipo de enfermedades.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO:

Para este estudio, necesitamos tomarle a su hijo y en su caso a ustedes més
adelante, una muestra de sangre, mediante el siguiente procedimiento:

1.- Con una jeringa desechable se le tomaréa a su hijo una muestra de sangre
de la vena del brazo, aproximadamente 1ml. Esta muestra sera usada para el
analisis de la molecula que contiene nuestros genes y se llama ADN.

2.- Queremos que sepa, que no daremos a conocer ninguna informacion
acerca de usted ni de su familia que los pueda identificar, debido a que Ia
informacion que se recabe es absolutamente confidencial v con fines de
investigacion y esta si se publicara en revistas cientificas de prestigio
internacional.

BENEFICIOS: Se les dard a ustedes asesoramiento genético con toda la
informacion que llegue a integrarse. Su colaboracién permitird obtener
conocimiento que tal vez ayudara a ofras familias que presenten problemas
similares en un futuro.

RIESGOS Y MOLESTIAS: Los posibles riesgos de la extraccién de sangre son
los siguientes: molestia leve en el sitio por donde se le extrajo la sangre; a
veces, la formacién de moretones, desmayos y rara vez infeccion.

COSTOS: Tanto la extraccion de muestras de sangre coma las pruebas y
cualquier consulta que usted tenga con el médico para hablar del estudio de
investigacion, asi como los resultados no tendran ningtin costo para usted.

Si surgiera algin problema o tuviese usted una pregunta con respecto a este
estudio, a sus derechos como participante en la investigacion o a cualquier
lesion relacionada con la investigacion, debera usted comunicarse con los
médicos del departamento de cardiclogia o genética o con el Investigador
principal, el Dr. Francisco Flores Ramirez al teléfono 52 28 99 17 ext. 1495, Si
deseara hablar con alguien mas acerca del protocolo, aparte de los
investigadores relacionados, puede usted dirigirse a la Direccién de
Investigacion a la ext. 1482. Puede dirigirse a la Dra. Verdnica Moran, Jefe del
Departamento de Genética a la extension 1485 o al celular 04455 3075 6732,

Le sugerimos que conserve una copia de este documento para consultarla si es
necesario.



He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la
oportunidad de discutirlas y de hacer preguntas. Por este medio otorgo mi
consentimiento para participar en el estudio de la siguiente manera.

Meéxico, D.F. de del

Mombre y firma del paciente
(De ser el caso)

NMombre y firma de la Madre Nombre y firma del
Padre

Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente
Direccion Direccion

EL PRESENTE DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO HA SIDO APROBADO
PARA USARSE ENTRE LOS ANOS 2007 AL 2009

61



	Portada

	Índice

	I. Introducción

	II. Planteamiento del Problema

	III. Hipótesis

	IV. Justificación
	V. Objetivo
	VI. Material y Métodos

	VII. Resultados

	VIII. Discusión

	IX. Referencias

	Anexo I




