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ABREVIATURAS

A Adenina o Alanina

AD Auricula derecha

ADN Acido Desoxirribonucleico

Al Auricula izquierda

AO Aorta

AP Arteria pulmonar

ARN Acido Ribonucleico

BMP Proteina morfogenética 6sea

C Citosina

°C Grados Centrigrados

CA Conducto arterioso

CcC Cardiopatias Congénitas

CD Arteria carétida derecha

Cl Arteria carétida izquierda

CIA Cardiopatia Congénita de Comunicacion Interauricular
Clv Cardiopatia Congénita de Comunicacion Interventricular
D Acido Aspartico

DMSO Dimetilsulféxido

EDTA Acido etildiaminotetraacético

ELN Gen de la elastina

F Fenilalanina

FGF-8 Factor de crecimiento fibroblastico tipo 8

FHF Siglas en inglés de primer campo del corazon (First heart field)
G Gravedades

G Guanina o Glicina
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GATA4
HAND2

HRM

KCI
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MgCl,
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miRNAs
mL
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NaCl

NCBI

NKX2.5
NP-40
pb

pmol/pL

PCA

PCR

Proteina de union a la secuencia GATA tipo 4
Transcrito tipo 2 expresado en células derivadas del corazon y cresta neural

Siglas en inglés de Ila técnica de anadlisis de las Curvas de
Desnaturalizaciéon de Alta Resolucion (High Resolution Melting)

Isoleucina

Cloruro de Potasio
Leucina

Metionina
Megabases
Microlitro

Cloruro de Magnesio
Minutos

Micro ARNs
Mililitro

Milimolar
Asparagina
Cloruro de Sodio

Siglas en inglés del Centro Nacional de Informacién en Biotecnologia de
los Estados Unidos (Nacional Center for Biotechnology Information)

Factor de transcripcién 5 de la familia NK2
Nonidet-40

Pares de bases

Picomoles por microlitro

Prolina

Persistencia del Conducto Arterioso

Siglas en inglés de reaccion en cadena de la Polimerasa (Polymerase
Chain Reaction)

Arginina
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RNV

s

SCD
SClI
SHF
SINAIS

SNP

SNV

SRF
T

TBX

TBX1
TBX5
TBX20
Tm

uORF

3-UTR

5’-UTR

VD

VI

WNT

Recién nacidos vivos

Segundos

Arteria subclavia derecha

Arteria subclavia izquierda

Siglas en inglés de segundo campo del corazén (Second heart field)
Sistema Nacional de Informacion en Salud

Siglas en Inglés de polimorfismo de un solo nucleétido (Single Nucleotide
Polymorphism)

Siglas en inglés de variante de un solo nucledtido (Single Nucleotide
Variant)

Factor de respuesta sérica c-fos
Timina o Treonina

Familia de factores transcripcionales con dominio de unién a secuencia tipo
caja T o T-box

Factor transcripcional de la familia T-box tipo 1
Factor transcripcional de la familia T-box tipo 5
Factor transcripcional de la familia T-box tipo 20
Temperatura de alineamiento

Siglas en inglés de marco de lectura abierto rio arriba (upper Open
Reading Frame)

Siglas en inglés de regién no traducida en el extremo 3’ (3’-Untranslated
Region)

Siglas en inglés de regién no traducida en el extremo 5 (5-Untranslated
Region)

Valina

Ventriculo derecho
Ventriculo izquierdo
Tirosina

Proteinas tipo wingless
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A. RESUMEN

Las cardiopatias congénitas son en conjunto la anomalia del desarrollo mas comun y
principal causa de muerte no infecciosa en recién nacidos alrededor del mundo. Las
cardiopatias congénitas mas habituales en nuestro pais son defectos en la comunicacién
interauricular y comunicacion interventricular. Mutaciones en TBX1, TBX5y TBX20 se han
asociado con sindromes clinicos que también involucran defectos cardiacos. A pesar de
que se han realizado varios estudios genéticos que tratan de caracterizar a los genes TBX
en modelos animales, en humanos la mayoria de ellos se han enfocado Unicamente al
papel que juegan estos genes en la susceptibilidad a padecer sindromes clinicos
caracterizados por defectos cardiacos. Con la finalidad de complementar estudios
anteriores, se realizd el andlisis de variantes genéticas de TBX1, TBX5 y TBX20 en
cardiopatias congénitas aisladas de tipo comunicacién interauricular y comunicacion
interventricular. Para ello, se analizé por High Resolution Melting y secuenciacién capilar
las regiones exonicas de estos tres genes en pacientes con comunicacién interauricular y
comunicacion interventricular. Se encontraron tres variantes genéticas nuevas en el
dominio activador transcripcional de TBX20, que generan cambio en la secuencia de
aminoacidos de la proteina. Son las primeras variantes descritas en este dominio, en
pacientes con defecto de comunicacién interauricular. Se detecté un mayor niumero de
variantes en el gen TBX20 con respecto a los otros dos genes estudiados, y la mayor
parte de estas se detectaron en pacientes con comunicacion interauricular. Todo lo

anterior, confirma la asociacién del gen TBX20 con el desarrollo de esta enfermedad.
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B. ABSTRACT

Congenital heart defects are the most common developmental defects in humans and the
first cause of deathin newborns after infectious diseases. In Mexico, the most common are
the atrial and the ventricular septal defects. Mutations in TBX1, TBX5 and TBX20 genes
have been associated with syndromatic heart defects. Altough the relevance of TBX1,
TBX5 and TBX20 genes in heart development has been demonstrated in many animal
models, in humans, most of them try to elucidate the effect of these genes in human
syndromatic heart defects. To determine the effect of TBX7, TBX5 and TBX20 genes in
the development of non syndromatic heart defects, we search for genetic variants in
patients with atrial or ventricular septal defect, using the High Resolution Melting method
and DNA sequencing. We report three missense mutations within the transcriptional
activator domain of human TBX20 that were associated with atrial septal defect. This is the
first association of TBX20 transcriptional activator domain missense mutations with atrial
septal defect. We found more genetic variants in TBX20 gene than in the other two studied
genes. Most of them were found in patients with atrial septal defect. These findings,

demonstrate the association between TBX20 gene and atrial septal defect.
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C. INTRODUCCION

1. CARDIOGENESIS

El corazdn se divide en tres segmentos: auricular, ventricular y arterial. Los ventriculos a
su vez constan de tres regiones anatémicas bien definidas: 1. Camara de entrada, 2.

Region trabeculada y 3. Camara de salida.

Durante el desarrollo embrionario de los vertebrados, el primer érgano en formarse es el
corazén, debido a los requerimientos de nutrientes y oxigeno del organismo, asi como la
necesidad de contar con un sistema de eliminacién de desechos y sustancias téxicas
(Sander y col.,. 2006; Srivastava 2006). La cardiogénesis es un proceso secuencial,
progresivo, ininterrumpido e irreversible y algunos autores la han dividido en dos fases

para su estudio: premorfogenética y morfogenética.

1.1. Fase Premorfogenética

Al inicio de la fase premorfogenética no existe una estructura anatémica que identifique al
corazon, ya que solo estan presentes células que paulatinamente son determinadas para
transformarse en miocardio. A los 15 dias de gestacion, las células cardiacas progenitoras
ya se han especializado y se agrupan formando una estructura conocida como creciente
cardiaca (Figura 1A). Las células de la creciente cardiaca comienzan a expresar genes

caracteristicos de miocardio como los NKX2.5 y GATA4. La expresion del primer gen
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depende de proteinas secretadas por el endodermo subyacente tales como cerberus, la

proteina morfogenética 6sea (BMP) y el factor de crecimiento fibroblastico tipo 8 (FGF-8)

(Alsan and Schultheiss, 2002; Laverriere y col., 1994).

1.2. Fase Morfogenética

Esta fase se divide en tres periodos:

a) Corazén en tubo recto: A las tres semanas de desarrollo las células de este
primordio cardiaco migran hacia la linea media formando un tubo cardiaco que ya
posee dos capas de tejido, una capa interna de tejido endotelial y una capa

externa de células miocardicas (Figura 1B) (Hoffman y col., 2004; Marin-Garcia,

2009; Salazar, 2006).

b) Proceso de torsién y rotacion del tubo cardiaco: Este corazén primitivo sufre
una torsion y rotacion hacia la derecha alrededor de la 4 semana de gestacion, lo
cual posiciona a las auriculas por encima de los ventriculos. También, a partir del
tracto de salida comienzan a emerger las arterias del arco aértico (I, IV y VI)

(Figura 1C) (Hoffman y col., 2004; Marin-Garcia, 2009;Salazar, 2006).

c) Inicio de la tabicaciéon del corazon: Alrededor de la quinta y sexta semana de
desarrollo embrionario, se forman los septos cardiacos para dividir al corazén en
cuatro camaras cardiacas (2 auriculas y 2 ventriculos) y el tracto de salida o

conducto arterioso se divide en la arteria pulmonar y la aorta, lo que resulta en la
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division de la circulacion en pulmonar y sistémica, respectivamente (Hoffman y
col.,2004; Marin-Garcia, 2009). Mas tarde ocurre, un remodelamiento valvular
intensivo junto con el crecimiento de los ventriculos para completar la maduracion
del corazén. El establecimiento de la simetria izquierda-derecha es muy
importante para el desarrollo normal del corazon. Los genes expresados en la
placa cardiogénica como el que codifica para el factor de transcripcion 5 de la
familia NK2 (NKX2.5), para el factor de transcripcion de unioén al factor de
respuesta sérica c-fos (SRF), el gen que codifica para la proteina de uniéon a la
secuencia GATA tipo 4 (GATAA4), el gen que codifica para el factor transcripcional
de la familia T-box tipo 5 (TBX5) y el gen que codifica para el transcrito tipo 2
expresado en células derivadas del corazén y cresta neural (HAND2), forman el
centro regulador de la red de morfogénesis cardiaca, la cual controla la rotacién
del tubo cardiaco, la simetria izquierda-derecha y la formacion de las camaras

cardiacas (Figura 1D) (Garg, 2006; Hoffman y col.,2004; Salazar, 2006).
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A)
NKX2.5 (dependiente
de cerberus, BMP y
FGF8)
 GaATAd
B)

Figura 1. Representacion esquematica de los estadios y factores transcripcionales involucrados en la
morfogénesis cardiaca. A) Estadio de creciente a los 15 dias de gestacion. B) Estadio de tubo recto, formado
por la fusidn de las células mesodérmicas a los 21 dias de gestacion. C) Estadio de torsidn y rotacion del tubo
cardiaco y surgimiento de las arterias del arco aértico a partir del tracto de salida, a los 28 dias de gestacion.
D) Estadio de remodelamiento y crecimiento de los ventriculos con la subsecuente maduracién del corazén y la
division de la circulaciéon en sistémica (rojo) y pulmonar (azul), a partir de los 50 dias de gestacion hasta el
nacimiento. AO, aorta; CA, conducto arterioso; Al, auricula izquierda; CI, arteria cardtida izquierda; VI,
ventriculo izquierdo; SCI, arteria subclavia izquierda; AP, arteria pulmonar; AD, auricula derecha; CD, arteria

carétida derecha; SCD, arteria subclavia derecha; VD, ventriculo derecho (Monroy-Munoz et al. 2013).

Diferentes tipos de células contribuyen al crecimiento cardiaco; las células del primer
campo del corazon (FHF, por sus siglas en inglés) contribuyen unicamente a la formacién
del ventriculo izquierdo y del canal atrioventricular, mientras que las auriculas, ventriculo

derecho y gran parte del tracto de salida provienen de precursores mesenquimales que
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residen en el segundo campo del corazon (SHF, por sus siglas en inglés) (Greulich y col.,

2011; Nemer, 2008).

2. CARDIOPATIAS CONGENITAS

2.1. Epidemiologia

Las CC (cardiopatias congénitas) son en conjunto la anomalia del desarrollo mas comudn
y principal causa de muerte no infecciosa en recién nacidos alrededor del mundo. Su
prevalencia a nivel mundial varia de 6-8/1,000 RNV (recién nacidos vivos) (Anon, 1980;
Marelli y col., 2007; Martinez y col.,, 2005; Mitchell y col., 1971; Samanek, 2000).
Asimismo, representan el 10% de todos los abortos espontaneos (Huang y col., 2010). El
continente asiatico presenta la mayor incidencia de cardiopatias congénitas a nivel
mundial de 9.3 por cada 1 000 nacimientos, seguido por Europa con una incidencia de 8.2
por cada 1 000 nacimientos. En América Latina se ha reportado una incidencia de 6.9 por
cada 1 000 nacimientos (Van der Linde y col.,, 2011). En nuestro pais se estima una
incidencia del 1% (10/1,000 RNV) y se estima, segun datos del SINAIS (Sistema Nacional
de Informacién en Salud) (Anon, 2014), que ocupa la segunda causa de mortalidad en
menores de 1 afio, con una tasa cercana a 1.4/1,000 RNV, encontrandose dentro de las

tres primeras causas de muerte en nifios entre 1-4 afios de edad.

Las cardiopatias congénitas son enfermedades multifactoriales complejas, donde los

factores ambientales y genéticos juegan un papel importante. Entre los factores
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ambientales se encuentra la exposicién durante el desarrollo fetal al virus de la rubeola; a
teratogenos quimicos como el acido retinoico, litio o dilantina; hidrocarburos halogenados;
y enfermedades como la diabetes y lupus eritematoso sistémico (Huang y col., 2010). En
lo que respecta a la influencia de factores genéticos, se ha demostrado una asociacion de
anormalidades cromosdémicas como la trisomia 21 y la microdelecion 22g11. A pesar de
que las malformaciones cardiacas pueden ocurrir como parte de un sindrome, la mayoria
se presentan como defectos aislados, por lo cual son consideradas como no-sindromatica
(Garg, 2006). Estudios epidemiolégicos han demostrado un incremento en el riesgo de
recurrencia de malformaciones cardiacas en embarazos secuenciales, lo cual confirma la
existencia de una predisposicion de tipo genético (Granados-Riveron y col., 2012; Huang
y col., 2010). Aproximadamente en uno de cada cuatro casos, la cardiopatia congénita
ocurre en asociacion con otras anormalidades congénitas. Sin embargo, una pequefia
fraccidn presente como casos familiares, muestra una segregacion de tipo Mendeliana

con una penetrancia variable (Granados-Riveron y col., 2012).

2.2. Clasificacion

Con base en categorias anatdomicas amplias, las cardiopatias congénitas se dividen en:

a) Defectos de septacion y de la conexion atrio-ventricular: Los defectos de la
septacion son el tipo mas comun de cardiopatia congénita, representando el 50%
de éstas. Se clasifican segun las camaras que dividen, en interventriculares (CIV),
interauriculares (CIA) y auriculo ventriculares. La importancia clinica esta en las

posibles consecuencias de estas comunicaciones, tales como el aumento del flujo
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pulmonar con el consecuente dafo a la vasculatura pulmonar; crecimiento
auricular con el riesgo aumentado de arritmias, y crecimiento ventricular por

aumento de volumenes sanguineos (Granados-Riveron y col., 2012).

b) Defectos del tracto de salida o defectos en las arterias del arco aoértico: El
segundo grupo mas comun de CC son los defectos del tracto de salida y del arco
aortico que constituyen cerca del 20-30% de todas las CC. La etiologia genética
de algunas de estas CC comenzé a vislumbrarse al estudiar el sindrome de
delecion 22911 que incluye el Sindrome de DiGeorge, velocardio-facial y la
anomalia conotruncal-cara. La delecion 22g11 es el tipo de delecién mas frecuente
y es la segunda causa de cardiopatia asociada a sindrome, después de la trisomia
21. Dentro de esta clasificacion se encuentra la persistencia del conducto arterioso
(PCA). El conducto arterioso es una estructura importante para la circulacion fetal
que debe ocluirse y desaparecer poco tiempo después del nacimiento (Garg,

2006).

c) Defectos obstructivos de la arteria pulmonar y aorta: Los defectos
obstructivos, tanto de la arteria aértica como pulmonar, varian en su intensidad y
pueden llegar, en su peor extremo, a la hipoplasia del ventriculo. Al igual que otras
malformaciones congénitas, las primeras pistas sobre la etiologia genética de este
grupo de malformaciones vinieron de sindromes que tuvieran el fenotipo buscado.
El sindrome de Williams es un sindrome que se caracteriza desde el punto de
vista cardiovascular por estenosis supravalvular de la aorta y periférica de las
arterias pulmonares; tiene ademas varias caracteristicas extravasculares como
retraso mental, hipercalcemia neonatal, etc. La microdelecién en este sindrome,
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7911, conllevaba haploinsuficiencia en el gen de la elastina (ELN), gen causante

de las anomalias vasculares (Garg, 2006).

d) Anomalias de la simetria derecha-izquierda (Sindrome de Heterotaxia): La
heterotaxia visceral es uno de los desdrdenes congénitos mas complejos.
Constituye un sindrome caracterizado por una alteracién severa del patrén de

simetria derecha-izquierda y de la relacion espacial de los 6rganos (Garg, 2006).

2.3. Factores genéticos asociados

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGF), las proteinas morfogenéticas Oseas
(BMP), Nodal y proteinas tipo wingless (WNT) actuan como sefiales en el establecimiento
de la simetria izquierda-derecha del corazon. Los factores NKX2.5, SRF, GATA4, TBX5 y
HANDZ2, componen el nucleo de la via de regulacién de la morfogénesis cardiaca, el cual
controla la rotacion y torsién del corazén en formacion, la simetria izquierda-derecha y la

formacioén de las camaras.

Los factores transcripcionales NKX2.5 y GATA4 fueron los primeros en ser involucrados
con la segregacion Mendeliana de cardiopatias congénitas aisladas, mediante estudios de

asociacion genética en una cantidad grande de familias (Granados-Riveron, 2012).
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2.3.1. Familia T-box

Los miembros de la familia T-box son un grupo de factores transcripcionales que actuan
como reguladores importantes del desarrollo cardiaco y se han implicado en humanos con
sindromes genéticos caracterizados por malformaciones cardiacas congénitas (Plageman,
Jr. & Yutzey, 2005). Comprenden aproximadamente el 0.1% de genomas de organismos
tan diversos como nematodos y los humanos y se han descrito al menos 17 genes T-box
en humano (Minguillon & Logan, 2003). Los genes T-box sdlo poseen efecto en la célula
que los expresa e intervienen en el desarrollo tardio de tejidos especificos y entre estos
genes se encuentran TBX2, TBX3, TBX4 y TBX5. Se expresan en corazon, extremidades,
traquea, pulmones, rifiones y retina y son requeridos para el desarrollo de multiples tipos
celulares en diversos organismos, tal y como se demostré6 en estudios genéticos
realizados en moscas, gusanos, peces, ratones, perros y humanos (Minguillon & Logan,
2003). Las proteinas T-box poseen un tamafo que generalmente va de 50 a 78 KDa.
Estudios realizados con un numero de proteinas T-box han demostrado que poseen al
menos dos dominios estructurales y funcionales, un dominio de unién a una secuencia
especifica de ADN (T-box) y un dominio que funciona como activador o represor

transcripcional (Minguillon & Logan, 2003).

TBX1

TBX1 es un miembro de la familia T-box con dominios de unién a factores de
transcripcion. TBX1 es un activador transcripcional y la pérdida de esta actividad, se ha
relacionado con alteraciones en la expresion de varios genes involucrados en la

morfogénesis cardiovascular (Scambler, 2010).
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El gen TBX1 se encuentra en la region 22q11.2 (siglas en inglés 22q11DS) que cuando se
encuentra deletada en humanos, conduce a desarrollar anomalias craneofaciales y

malformaciones cardiovasculares (Funke y col., 2007).

La delecion 22q11.2, comunmente asociada con el sindrome de DiGeorge o con el
sindrome velocardiofacial, es una causa importante de enfermedad cardiaca congénita, lo
que representa el 5% de todos los defectos congénitos del corazén en nacidos vivos. Sin
embargo, la presencia de la delecién no permite predecir el fenotipo, ya que los pacientes
con delecion 22q11.2 por lo general muestran un amplio rango de variacion clinica a
pesar de un tamafo de delecion comun de 3 Mb. Estudios en ratones de Df1/+, cuyo
modelo de delecién de 22q11.2 de TBX1 mostré que la penetrancia de los defectos
cardiovasculares varia considerablemente entre los antecedentes genéticos, lo que revela
por primera vez la presencia de un control genético importante en la variabilidad del
fenotipo de la delecidén 22911.2. Posteriormente, Vitelli y colaboradores, mostraron que las
dobles mutantes TBX71""; FGF8" presentan una penetrancia significativamente mas alta
en la arteria adrtica con defectos de arco mas que las mutantes TBX1"; FGF8"*, mientras
que los animales con TBX1"*: FGF8" son normales. Sin embargo, el mecanismo en el
humano, aun no es claro (Rauch y col., 2004; Vitelli y col., 2006). En el 2003, Yagi y
colaboradores, encontraron 3 mutaciones en el gen TBX1 en pacientes con sindrome
velocardiofacial y en un paciente con sindrome de DiGeorge que no presentaban la
delecion caracteristica de 3 Mb. La primera mutaciéon encontrada fue una transversion, un
cambio de T por A en la posicion 443; la segunda mutacion fue una transicion, un cambio

de G por A en la posicion 928; la tercera fue una delecion de una C en la posicion 1223.
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Estos resultados sugieren que el gen TBX7 es responsable de los cinco genotipos mas

importantes en el sindrome del22q11.2 (Yagi y col., 2003).

TBX5

El factor de transcripcion TBX5 es necesario para la cardiogénesis normal, esta codificado
en la region 12g24.1 y las mutaciones en el gen TBX5 en humanos causan defectos
congénitos del corazén (Collavoli y col., 2003). Mutaciones en este gen también causan el
sindrome de Holt-Oram (en el 70% de los casos), que se caracteriza por cardiopatias
congénitas y deformaciones en las extremidades superiores (Fan y col., 2009; Granados-
Riveron, 2012). En 1997, Basson y colaboradores, describieron 2 mutaciones en
pacientes con sindrome de Holt-Oram. La primera, una mutacion sin sentido, se origind
por una transversion, un cambio de G por T en el residuo 205, la cual generd un cambio
de glutamato por un codon de paro en la posicidn 69 de la proteina. La segunda, una
mutacién de cambio de sentido se origind por una transicion, un cambio de G por A en el
residuo 710, este cambio generd una sustitucion de arginina por glutamina en la posicion
237 de la proteina. Lo anterior sugiere que el gen TBX5 es critico en el desarrollo de las

extremidades y del corazén (Basson y col., 1997).

Por otra parte en el 2000 se realizé6 un estudio, en el cual a través de técnicas
inmunohistoquimicas se identificé y localizd la expresion de la proteina TBX5 durante la
morfogénesis cardiaca. En corazones de embriones humanos (de 10 a 15 semanas de
gestacion) y en corazones de adultos humanos, encontraron que la proteina se expresaba

en el epicardio y en el nucleo de los cardiomiocitos del miocardio en las cuatro camaras
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cardiacas. La expresion a nivel endocardio sélo se observé en el ventriculo izquierdo

(Hatcher y col., 2000).

TBX20

TBX20 es uno de los miembros mas antiguos de la familia TBX y presenta una expresién
elevada en el tubo cardiaco en formacion y en los tejidos valvulares en desarrollo. Se
encuentra codificado en la region 7p14.2. TBX20 interactua en vias de regulacion junto
con NKX2.5, GATA4 y TBX5 durante el desarrollo embrionario del corazén, y también
funciona como represor transcripcional de otros genes como el TBX2. En el 2002 Szeto y
colaboradores demostraron que TBX20 es esencial para la formacién de las camaras
cardiacas en el pez cebra (Szeto y col.,, 2002). En el 2007, Kirk y colaboradores,
encontraron 2 mutaciones en el gen TBX20 en mas de 300 pacientes con varios tipos de
cardiopatias congénitas, ambas mutaciones se relacionaron con defectos de septacion
atrial. La primera mutacion consiste en una transversién heterocigota en la posicion 456
(456C-G) que se traduce en un cambio de isoleucina por metionina en la posicion 152, lo
cual posee efectos sobre la estructura terciaria, la estabilidad térmica y la unién a ADN. La
segunda mutacién observada consiste en una transicién en la posicién 583 (583C-T) del
gen TBX20, esto genera una proteina truncada en su dominio T-box, asi como en los
dominios de activacion y represion en el extremo carboxilo terminal (Kirk y col., 2007).
Este trabajo demostrd por primera vez la relacion entre las mutaciones en el gen TBX20y
las cardiopatias congénitas. Mas tarde en el 2010, Posch y colaboradores, encontraron
una nueva mutacion en un paciente con diagndstico de CIA. La mutacién se encontré en

el exén 2 del gen (codifica para parte del dominio T-box de la proteina) y consistia en una
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transversién, un cambio de C por G en el residuo 374, la cual generé un cambio de
isoleucina por metionina en la posicion 121 de la proteina. Estos resultados sugirieron que
esta mutacién provocaba que la proteina TBX20 adquiriera una mayor interaccion con
cofactores y una interaccion mas estable con complejos transcripcionales en las
secuencias blanco (Posch y col., 2010). Estos resultados junto con los obtenidos por Kirk
y colaboradores sugieren que la cardiopatia congénita de comunicaciéon auricular esta
relacionada con mutaciones que generan pérdida de funcién de ciertos factores asi como

ganancia de funcion de TBX20.

ANTECEDENTES

En el afio 1997 surgio el interés por investigar el efecto de los genes y o proteinas de la
familia TBX, en el desarrollo de las cardiopatias congénitas, dicho interés alcanzé los
niveles mas altos en los afos 2006 y 2008. Después del 2008 el interés en la
investigacion de la familia TBX y las cardiopatias congénitas ha ido en descenso (Figura
1). Hasta la fecha, son 126 los articulos de investigacion y/o revision relacionados con
este tema, de los cuales 106 estan relacionados con el término sindrome, es decir la
mayor parte de estas publicaciones asocian de algun modo a algunos miembros de la
familia TBX con el desarrollo de una cardiopatia de congénita de tipo sindromatica (Figura
2). Es por ello que en este trabajo se escanearon tres miembros importantes de la familia
TBX en busca de variaciones genéticas en pacientes con cardiopatia congénita de tipo no

sindromatico.
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Figura 2. Tendencia temporal de publicacion y de interés sobre la investigacion en Cardiopatias
Congénitas, mutaciones de los genes TBX y desarrollo embrionario. Andlisis Bibliométrico mediante la
Herramienta GoPubMed. Criterios de Busqueda: ("Heart Defects, Congenital/congenital'[Mesh] OR "Heart
Defects, Congenital/embryology"[Mesh] OR "Heart Defects, Congenital/genetics"[Mesh] ) AND TBX* AND

mutations NOT GATA* NOT BMP* NOT SHH NOT NKX*.
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Top Terms Publications
Syndrome 115
Humans 108
T-Box Domain Proteins 107
Genes 98
Mutation 92
Phenctype 78
Animals 74
DiGeorge Syndrome 67
Heart Defects, Congenital 65
Mice 58
Patients 58
Lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha factor homolog 54
T-box transcription factor TBX1 54
Transcription Factors 49
Female 44
Male 44
T-box transcription factor TBXS 41
Tubulin beta-2B chain 41
Chromosomes, Human, Pair 22 39
Chromosomes ar

Figura 3. Distribucion de términos principales asociados con publicaciones en Cardiopatias
Congénitas, mutaciones de los genes TBX y desarrollo embrionario. Andlisis Bibliométrico mediante la
Herramienta GoPubMed. Criterios de Busqueda: ("Heart Defects, Congenital/congenital"[Mesh] OR "Heart
Defects, Congenital/lembryology"[Mesh] OR "Heart Defects, Congenital/genetics"[Mesh]) AND TBX* AND

mutations NOT GATA* NOT BMP* NOT SHH NOT NKX*.
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D. PREGUNTA A CONTESTAR

¢ La presencia de variantes genéticas en los genes TBX1, TBX5 y TBX20 se asocia con el

desarrollo de cardiopatias congénitas en particular con CIA y CIV en poblacién mexicana?

E. JUSTIFICACION

Las cardiopatias congénitas, son el defecto de nacimiento mas comun y representa la
causa de muerte mas frecuente durante el primer afio de vida, después de los
padecimientos de tipo infeccioso. A nivel mundial, se calcula que existen 1.35 millones de
casos nuevos de cardiopatias congénitas por afio (Van der Linde y col., 2011). En México,
a partir del afio 2005, las cardiopatias congénitas ocupan el segundo lugar en causas de
mortalidad en menores de 1 afio y la tercera causa en nifios de entre 1 y 4 afos
(Calderon-Colmenero y col.,, 2010). Las cardiopatias congénitas mas habituales en
nuestro pais son defectos en la comunicacion interauricular (CIA) y comunicacion

interventricular (CIV).

Los genes TBX codifican para una familia altamente conservada de factores
transcripcionales que desempefian un papel crucial en el desarrollo de los dérganos.
Mutaciones en TBX1, TBX5 y TBX20 se han asociado con sindromes clinicos que
también involucran defectos cardiacos (Posch y col., 2010). Aproximadamente en uno de
cada cuatro casos, la cardiopatia congénita ocurre en asociacion con otras anormalidades

congénitas (Granados-Riveron y col., 2012).
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A pesar de que se han realizado varios estudios genéticos que tratan de caracterizar a los
genes TBX durante el desarrollo normal y anormal del corazén en diversos modelos
animales, en el humano la mayoria de ellos se han enfocado unicamente al papel que
juegan estos genes en la susceptibilidad a padecer sindromes clinicos caracterizados por
defectos cardiacos. Por lo tanto, para complementar los estudios anteriores, se realizara

el andlisis de variantes genéticas en cardiopatias congénitas aisladas de tipo CIAy CIV.

F. HIPOTESIS

Si los genes TBX1, TBX5y TBX20, poseen un papel crucial en el desarrollo embrionario
del corazon, variantes geneéticas en estos genes, descritas para sindromes caracterizados
por cardiopatias congénitas como Holt-Oram y DiGeorge, también estaran relacionadas

con las cardiopatias congénitas de tipo aislado (CIA y CIV).
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G. OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES

o Detectar variantes genéticas en los genes TBX1, TBX5 y TBX20 y establecer si se
encuentran relacionadas con la susceptibilidad genética al desarrollo de cardiopatias

congénitas aisladas de tipo CIA y CIV en poblacion mexicana.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar el andlisis de las caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio.

o Analizar la secuencia de aminoacidos de las variantes genéticas encontradas y

realizar el analisis in silico correspondiente.
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H. MATERIALES Y METODOS

1. ESTUDIO GENETICO

A) Tipo de estudio

Casos y controles

B) Sujetos de estudio

El estudio incluyé pacientes mexicanos, no relacionados entre si, que ingresaron al
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” con diagndstico de cardiopatia
congénita (comunicacion interventricular o comunicacion interauricular), del 2011 al 2013.
Los diagnésticos de las cardiopatias congénitas los realizaron médicos cardidlogos
pediatras apoyandose en la historia clinica y en los examenes como rayos X,
electrocardiograma, ecocardiografia y otros. El grupo control estuvo formado por
individuos adultos, sin historia de enfermedad cardiovascular en particular algun tipo de

cardiopatia congénita y sin relacion entre si.
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C) Criterios de inclusion

1. En el caso de los pacientes, ellos o sus padres (menores de edad) firmaron la carta de
consentimiento informado, con previa lectura del protocolo y conocimiento de los posibles
riesgos e implicaciones involucrados. El grupo control firmé el mismo consentimiento

informado.

2. Ambos sexos.

3. Diagndstico de cardiopatia congénita para el grupo de pacientes:

- Comunicacion interventricular

- Comunicacion interauricular

4. El grupo control no presentd alguna enfermedad cardiovascular y especificamente

algun tipo de cardiopatia congénita.

D) Criterios de exclusion

1. Enfermedad no relacionada con la cardiopatia congénita.

2. Algun tipo de padecimiento canceroso.

3. Insuficiencia cardiaca grave o terminal.

4. Enfermedad autoinmune.

5. Enfermedad pulmonar de importante repercusion clinica.
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6. Inmunodeficiencia.

1.1. Obtencion de la muestra

Se tomaron de 5 a 10 mL de sangre periférica de cada individuo (pacientes y controles)

por venopuncién, en tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante.

1.2. Extraccion de ADN

A partir de cada muestra de sangre periférica se extrajo el ADN genémico mediante la

técnica de expulsion salina (Lahiri and Nurnberger, Jr. 1991).

Para ello se transfirieron 5 mL de sangre a un tubo de centrifuga de 15 mL y se les afadi6
5 mL de buffer con baja concentracion de sales que contenia 10 mM de Tris-HCI pH 7.6,
10 mM de KCI, 10 mM de MgCl, y 2 mM de EDTA (TKMI). Para lisar las células se agrego
125 pL de Nonidet P-40 (NP-40, Sigma) y se mezcloé varias veces por inversion. Se
centrifugd a 300g por 10 min a temperatura ambiente. Se eliminé el sobrenadante,
manteniéndose el pellet en el fondo del tubo. El pellet se lavé con 5 mL de buffer TKM1 y
se volvio a centrifugar. Se resuspendié el pellet en 0.8 mL de buffer con alta
concentracion de sales, que contenia 10 mM de Tris-HC1 pH 7.6, 10 mM de KCI, 10 mM
de MgCl,, 0.4 M de NaCl y 2 mM de EDTA (TKM2). Se agreg6 50 uL de SDS al 10%, se
mezclo utilizando varias veces y se incub6 por 10 min a 55°C. Se agregaron 0.30 mL de

una solucién 6 M de NaCl en un tubo y se mezcld bien. Se centrifugdé a 23 000g por 5
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min. Se guardé el sobrenadante que contenia el ADN. Al sobrenadante se le afiadieron 2
volumenes de etanol al 100% a temperatura ambiente y se invirtié el tubo varias veces
hasta que el ADN precipité. El precipitado de ADN se transfirio a un tubo de
microcentrifuga que contenia 1mL de etanol frio al 70%. Se centrifugé por 5 min a
23 000g a 4°C. Se sect el pellet en el Speed-vac y se resuspendié 0.5 mL de una

solucion que contenia 10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 8.0 a 65°C.

1.3. Escaneo de Variantes de un sélo nucleétido (SNV) y/o Polimorfismos de
un solo nucleétido (SNPs)

Por el método de High Resolution Melting o HRM se realiz6 el escaneo de mutaciones
y/o SNPs en la regiéon codificante de los genes TBX7, TBX5 y TBX20. Los primers
empleados se disefiaron para abarcar por completo cada exdn y parte de la regién
intrénica y de modo que los amplificados abarcaran entre 300 y 400 pb, a excepcion de
aquellos en los que la regidén a amplificar lo impidiera y aquellos que fueron tomados de
trabajos reportados por otros grupos de investigacion (Tablas 1, 2 y 3). Para el disefio de
los primers se empled el software Primer Select de DNASTAR y se evaludé su

especificidad mediante la plataforma de Primer Blast del NCBI.
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Tabla 1. Secuencia de primers empleados y Tm experimentales para el gen TBX1

Exoén Secuencia Primer Secuencia Primer Tamano del Tm
Forward Reverse fragmento Experimental
amplificado (°C)
(pb)
1 5- 5- 465 No se obtuvo
CCTAGCCTTGCATCGA | AAGCGCGAGGCCGTCCC
GCCCTGAG-3 AGC-3
2 5- 5- 298 70
TCCCCGAGCCAGTGCG | TGCCCCAGAATCGCAGC
TT -3 CAGAA-3’
3e 5- 5- 536 No se obtuvo
GAGGGATCTAGTCCAT | CGTTCTTCTTCACCGGC
TGTCT -3 GCCTTGG -3’
3b 5'- 5- 288 457
CCAAGGCGCCGGTGAA | CGGGACGGCGAACAGC
GAAGAACG-3 GAAGGAG-3
4 5- 5- 391 65
GGAGCCCAAGGGCTG GAGACCCGCCACTTTCC
GGACG-3 AGG-3’
5 5- 5- 493 71.7
TCAATCTCACAGGTGG CTCTCCTCATCGGCACA
GGAAACTT-3 CCAG-3
6 5- 5- 470 70
AACTCAGACCTCAGCC | AGTTGCCGCTGGAGAGG
CATTTCCT-3 TCA-3
7 5- 5- 363 70.7
GGCCCTTGGTGCGCTT | ACGACCCCGGCCCTACC
CTCCTAAC-3 TTTCTCC-3
8 5'- 5- 475 No se obtuvo
AAAGGCTTCCGGGACT | GGTGCCAGCGTGCCCGA
GTGACC-3 GAC-3’
9 5- 5- 500 57
TGGAGGCGCCCGGCG | CCCGGGCTCGCTGTCCC
CAT-3 GAAGATT-3
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Tabla 2. Secuencia de primers empleados y Tm experimentales para el gen TBX5

Exoén Secuencia Primer Secuencia Primer Tamano del Tm
Forward Reverse fragmento Experimental
amplificado (°C)
(pb)
12 5- 5- 370 62
CGCAAGGCACATTACG | CCGGAGGAATGAGGG
GAGAACT-3 TGATGAAC-3
1b 5- 5- 366 59.3
GTTCATCACCCTCATTC | GGTCTTCTTCCAACGT
CTCCGG-3 CTGTCAA-3’
1c 5- 5- 346 59.3
TTGACAGACGTTGGAA | GGGCCACCAAGCAAA
GAAGACC-3 ATAGGGA-3
22 5- 5- 268 No se obtuvo
AATGATTTGTGCAGGA | TTCCCGGATTCGAGG
GTTTTTG-3 TAAGAGTCA-3’
2b 5- 5- 398 64.1
TGACTCTTACCTCGAAT | CATTCACCACATCCTC
CCGGGAA-3 TGCTGCTC-3
2c 5- 5- 252 58.6
GAGCAGCAGAGGATGT | GTGCTTCTGCAAACC
GGTGAATG-3 TCAATG-3
3 5- 5- 300 60
TTCTCCTCGTCCCTCTC | AGTTTGGGGAAGGAA
TCTACACA-3’ TGCCCACTAC-3
4 5- 5'- 465 60
AAGGAGGAGCAGTCTC | CTATATGTGAGGTGG
TGTGTTTT-3 GAGAAATG-3
5 5- 5- 446 54
ATCTTGCGGAGAGCGG | TAATTGTTGTAGTTTC
AACG-3’ TTTGTCTG-3
6 5- 5- 439 60
ACCTGGTGCGTGAACT | TGAGACGGAGGGGA
GAAGC-3’ GGAAAAGGAA-3’
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Exon Secuencia Primer Secuencia Primer Tamaiio del Tm
Forward Reverse fragmento Experimental
amplificado (°C)
(pb)
7 5- 5'- 391 60
ATTAGCTCATGTCCTGA | GTGGGGAGGAGAAAG
GGTGGTCT-3 TTGAGGAATC-3’
8 5- 5- 394 63.8
CGTGACTGGCTTAATTT | AGGTTATCAGAAAATG
GCTTCTT-3 GGACAGAG-3
9 5- 5- 504 57
TATTCTGTGACTTTTCT | ACTTTTTGTTTTAGCT
GGTGGAT-3 GTTTGGTT-3
10° 5- 5- 572 61.3
TACTTTGGCCAAATAAC | TGAGAGTAGAGGAAC
TGTCTCC-3 TCAGGGGGC-3
10b 5- 5’- 435 60.7
GCCCCCTGAGTTCCTC | CAAAAGAAGGAATGG
TACTCTCA-3’ GGGAAGAGA-3
10c 5- 5- 432 66.9
TCTCTTCCCCCATTCCT | ATAGGATGCCAGGGA
TCTTTTG-3’ GCGTCAGTG-3’
10d 5- 5- 359 64.1
CGCCCACACCAATGCC | CACACTCAGCCTCAC
AACAC-% ATCTTACC-3
10e 5- 5- 369 52.6
TAATAAAGAGAACAGG | TCACACTCAAGGACA
GTAAGATG-3’ ATGGAT-3’

Continuacion Tabla 2
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Tabla 3. Secuencia de primers empleados y Tm experimentales para el gen TBX20

Exoén Secuencia Primer Secuencia Primer Tamano del Tm
Forward Reverse fragmento Experimental
amplificado (°C)
(pb)
1a 5- 5-
GATCGCCGCCGCCAGC | AGGAGAGGGCCCAcCC
AAAT-3 GAGCACTAC-3 302 67.1
1b 5- 5-
GTAGTGCTCGGTGGGC | GCGTTGGCCCGAGAG
CCTCTCCT-3 GAGAGTTGG-3 298 65.8
5- 5-
CCAACTCTCCTCTCGG | GCACATTCACAGCATT
1c GCCAACGC-3 CAACAGAC-3’ 292 56
2 5'- 5'-
CATTTGGTTATGCTGTT | CTACCCAGGGAGTGT
CTTTCC-3'(Kirk y col., CCTG-3'(Kirk y col., 391 60
2007) 2007)
5- 5-
GTTTGTGGACCGGATA | CAGGCTTGGAATGCT
3 GAGA-3 CTCTT-3 399 61
5- 5-
ACTTATATATGGTTTAT | GGTCCCCTGAAGAAC
4 GTGTT-3 ACATAAAAT-3’ 373 48
5'- 5'-
CACTGTAATTTGGCCTG | AATATAAGAACCTCCT
5 TTTAGC-3'(Kirk y col., AAATCCTTCTC-3'(Kirk 289 60
2007) y col., 2007)
5'- 5-
TTCCACCCTTCTCAGGA | AGGCCTGCCTGATGT
6 CAC-3'(Kirk y col., 2007) CTCT-3'(Kirk y col., 708 60
2007)
5- 5-
AGTGGTTGCTTTTTGGC | TCAAAGGCAAAATAAT
7 TGAGA-3’ GAAATCTG-3 416 64
5- 5-
CAGTGTTTCCAGTCTAA | AGTCTGGCTCTCCTC
8 TGAGTGT-3 TTTGAT-3’ 520 52.6
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Las condiciones de amplificacion se estandarizaron empleando la Tag DNA Polymerase

Recombinant de Thermo Scientific y el termociclador T Gradient de Biometra (Figura 4).

30 Ciclos
95°C 94°C
4 min 1 min 72°C 72°C
1 min 5 min
Tm Exp
30s

Figura 4. Esquema de amplificacion empleado para estandarizar las PCRs punto final

Para el HRM, la mezcla de reaccién consistié en: 300ng de DNA, 20pmol/uL c¢/primer y
SsoFast EvaGreen Supermix con un volumen final de reaccion de 20uL. Se realizé la
amplificacion en tiempo real en el equipo CFX96 Touch™, Bio-Rad, empleando un
esquema de amplificacion especifico para cada par de primer, agregando un ciclo de
desnaturalizacion a 95°C por 30s + 78°C por 30s (Figura 5). Con lo cual se generaron las
curvas de desnaturalizacion en un rango de temperaturas de 78 a 95°C (Incremento 0.1°C

cada 10s).
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30 Ciclos
95°C | 94°C 95°¢
4 min 1 min 72°C 72°C 30s 75°C
1min | 5min 30's
Tm Exp
30s

Figura 5. Esquema de amplificacion empleado para los HRMs

Se analizaron las curvas de desnaturalizacion obtenidas, mediante el Precision Melt
Analysis™ Software (Bio-Rad) y se secuenciaron las muestras representativas de cada
cluster o grupo de muestras, debido a que cada cluster puede representar una secuencia

diferente.

1.4. Secuenciacion

Los productos se purificaron mediante ExoSAP-IT® (USB Corporation, Cleveland, Ohio,
E.U.A), a 2 yL de cada producto de PCR de interés se le afiadieron 1 uL de ExoSAP-IT®
y 4 uL de agua bidestilada. Se utilizé el esquema de temperaturas que se muestra en la

Figura 6.
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80°C

15 min

37°C

15 min

4°C

Figura 6. Esquema de temperaturas e incubacion empleado para la purificacion por ExoSAP-IT®.

Los productos purificados se secuenciaron empleando el kit BigDye® v1.1 y v3.1
Terminator Sequencing Cycle (Applied Biosystems, Warrington, Cheshire, Inglaterra),
para ello se afadieron 2 pL de BigDye® v1.1 y v3.1 Terminator Sequencing Cycle, 3 pL
de Buffer, 1 yL de primer y 7 uL de agua bidestilada. Cada exdn se secuencidé con ambos
primers, Forward y Reverse, a una concentracion de 3.2 mM, y empleando el esquema de

amplificacién mostrado en la Figura 7.
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25 ciclos
96°C 96°C
2 min 10s
60°C 60°C
e 4 min 5s
5s

Figura 7. Esquema de amplificacion empleado para la PCR de Secuencia

Las reacciones de secuenciacién se purificaron empleando el kit Dye Ex 2.0 Spin kit
(Qiagen, Crawley, W. Sussex, Inglaterra), centrifugandose a 1 250g por 3 min. Los
productos de secuenciacion purificados se secaron por 40 min en el Speed-vac, se les
agregaron 15 uL de Formamida y se incubaron a 95°C por 5 minutos. Los productos de

secuenciacion se corrieron en el secuenciador de capilares ABI 3130.

1.5.  Analisis bioinformatico

Se resolvieron las ambigliedades presentes en las secuencias obtenidas con los primers
Forward y Reverse, y se obtuvo una secuencia consenso para cada region en estudio

empleando el soffware BioEdit v.7.2 y el software EditSeq del paquete Lasergene de
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DNASTAR. Las secuencias consenso se alinearon contra todas las secuencias presentes

en la base de datos del NCBI utilizando la plataforma de Nucleotide Blast (nBlast).

Para aquellas secuencias en las que se encontraron diferencias contra la secuencia
gendémica de referencia del gen en estudio para la especie Homo sapiens, se obtuvieron
los seis marcos de lectura posibles empleando la plataforma de Translate tool de ExPASy.
Estos fueron evaluados mediante la herramienta de Protein Blast (pBlast) del NCBI, para
elegir la secuencia de aminoacidos correcta y si existia cambio en la secuencia de

aminoacidos con respecto a la de referencia (especie Homo sapiens).

Con la finalidad de obtener la nomenclatura correcta y el posible efecto de cada una de
los cambios encontrados, se utilizaron las herramientas Name Checker del software
Mutalyzer, Human Variation del NCBI y el soffware PolyPhen v2.0.23. Cuando las
variaciones genéticas generaron un cambio en la secuencia de aminoacidos, se evaluo
que tan conservado estaba este residuo entre otras proteinas de la familia TBX y entre

diferentes especies, mediante el software BioEdit v.7.2.

1.6. Modelado in silico

Aquellos cambios que resultaron en un cambio de aminoacido se modelaron mediante la
técnica de modelado por homologia, empleando la herramienta SWISS-MODEL y una

estructura molde que presente mas de 40% de identidad con la secuencia de interés.
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. RESULTADOS

1. DISTRIBUCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO

Para entender la distribucion total de nuestra poblacién, la analizamos con base en la
cardiopatia congénita diagnosticada, edad y sexo. Asimismo analizamos la distribucién

por edad y sexo de las dos cardiopatias en estudio (CIA y CIV).

Al realizar el analisis de la poblacién de pacientes con base a la cardiopatia congénita
diagnosticada en cada caso, encontramos que la mayor parte de la poblacién en estudio

pertenece al grupo de CIA (55%), tal y como se observa en la Figura 8.

Distribucionde Cardiopatias
Congénitas

CIvV

Figura 8. Distribuciéon de Cardiopatias Congénitas en la poblacion de estudio. Los porcentajes
fueron calculados con base en una n=38 (CIA: 21/38; CIV: 17/38). CIA: Comunicacion Interauricular,
CIV: Comunicacion Interventricular.
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En la figura 9 se muestra la distribucion de la poblacién con respecto a rangos de edad y
podemos observar que 22 de los 38 pacientes se encontraron en el rango de edad de 0 a
10 afios (55 %), seguido por 11 a 20 afos con un 29% (10/38) y que el grupo con menor

frecuencia en la poblacion fue el de 21 a 30 afios (1/38).

Distribucionpor Edad

31-40 41 afios en
anos  adelante
5% % NG
21-30 anos __
3%

Figura 9. Distribucion por Edad de la poblacion de estudio. Los porcentajes fueron calculados con base a

una n=38 (0-10 afios: 22/38; 11-20 afios: 10/38; 21-30 afios: 1/38; 31-40 afios 2/38; 41 afios en adelante:

3/38).

El analisis de la distribucion de la poblacién con base al sexo mostré que hay mas
pacientes femeninos con cardiopatia congénita (63%) que masculinos (37%), lo cual
mostraria una tendencia mayor de las mujeres a padecer este tipo de enfermedades, pero

no existen reportes de asociacion de la enfermedad con el sexo del paciente (Figura 10).
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Distribucion por Sexo

Figura 10. Distribucion por Sexo de la poblacion de estudio. Los porcentajes fueron

calculados con base a una n=30 (Mujeres 23/38; Masculino: 15/38).

Al analizar la edad de los pacientes diagnosticados con CIA encontramos que existe un
numero igual de individuos pertenecientes al rango de edad de 0 a 10 afios que de 11 a
20 anos (9/21 6 43% cada uno), y no se encontaron pacientes en el rango de 21 a 30
afios (Figura 11A). En cuanto a los pacientes diagnosticados con CIV, la mayor parte se

encontré en el rango de 1 a 10 afios (70%) (Figura 11B).

El analisis por sexo demostré en ambos padecimientos que la mayor parte de la poblacién
es del sexo femenino, pero la diferencia mas marcada se encontré para CIA, donde las

mujeres representan el 71% de la poblacion con CIA (Figuras 11C y 11D).
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A B.
Distribucion de pacientes con Distribucién de pacientes
41afos U CTASC con CIV por Edad
en
adelante 2130 4440 )
9% \ aé";)s T 41aios
1-10 6% en
3140_—/ 11-20 adelante
afos anos 6%
5% 12%
C. D.

Distribucion de pacientes con
CIA por Sexo

Hombres
. 29%

Distribucion de pacientes con
CIV por Sexo

Hombre

Figura 11. Distribuciéon por padecimiento. A. Distribucién de pacientes con CIA por Edad. B. Distribucion

de pacientes con CIV por Edad. C. Distribucidon de pacientes con CIA por Sexo. D. Distribucién de pacientes

con CIV por Sexo. Los porcentajes fueron calculados con base en una n=21 para CIA y con base en una n=17

para CIV
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2. ESCANEO DE MUTACIONES Y/O SNPs POR HIGH RESOLUTION MELTING
HRM

La busqueda de mutaciones y/o SNPs en la secuencia codificante (exénica) de los genes
TBX1, TBX5 y TBX20 se realiz6 mediante la técnica de HRM, con la cual se obtuvieron
patrones diferenciales de secuencias o clusters. Mediante el analisis de los porcentajes de
confianza que arroja el software Precision Melt Analysis™ (Bio-Rad), se determinaron las
muestras representativas de cada cluster o grupo de secuencias. En las figuras 12A, 12B
y 12C, se muestra un ejemplo de las curvas de desnaturalizacién normalizadas para un
exén representativo de cada gen en estudio, asi como los clusters determinados por el

software.

Los resultados del escaneo de los genes TBX1, TBX5 y TBX20 mediante HRM se
resumen en la Tablas 4, 5 y 6, respectivamente. Para cada gen se muestran los exones
escaneados, la estandarizacion de la PCR punto final y el nUmero de clusters encontrados
para cada Exon. Para el gen TBX7, no se logré estandarizar la PCR punto final para los
exones 1, 3a y 8; y la PCR punto final de los exones 3b y 6 no se pudieron escalar al
HRM. Para el gen TBX5, Unicamente para el exdn 2a no se pudo estandarizar la PCR

punto final. El gen TBX20 fue escaneado por completo.
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Figura 12. Curvas Normalizadas de Disociacién de Exones Representativos de los genes TBX1, TBX5y
TBX20. A. Del gen TBX1. Se encontraron 4 Clusters para el Exén 4. B. Del gen TBX5. Se encontraron 4
Clusters para el Exén 3. C. Del gen TBX20. Se encontraron 3 Clusters para el Exon 5. RFU: Unidades de

Fluorescencia Relativa. Los clusters se sefalan con las flechas de colores.
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Tabla 4. Escaneo de Mutaciones y/o SNPs por HRM del gen TBX1

Exon Estandarizaciéon PCR Muestras secuenciadas
1 No
2 Si 2 (144CIA, 41CIA)
32 Si
3b No
4 Si 4 (44CIA, 18ClIV, 9CIV, 6 CIV)
5 Si 4 (81CIA, 50CIA, 125CIA, 45 CIA)
6 Si
7 Si 4 (79CIA, 95 CIV, 252CIA, 255CIA)
8 No
9 Si 4 (36CIA,95CIV, 122CIA, 6CIV)

Tabla 5. Escaneo de Mutaciones y/o SNPs por HRM del gen TBX5

Exon Estandarizacién PCR Muestras secuenciadas
12 Si 5 (38CI1V, 144CIA,18CI1V, 45CIA, 125 CIV)
1b Si 6 (163CIV, 144CIA, 1CIV, 48CIV, 9CIV, 7CIV)
1c Si 5 (163ClV, 98CIV, 158CIV, 125CIV, 39CIA)
22 No
2b Si 4 (161CIA, 3 CIV, 160CIA, 125 CIV)
2c Si 6 (147CIA, 9CIV, 160CIA, 39CIA, 18CIV, 125CIV)
3 Si 4 (48ClV, 89CIA, 43CIA, 82CIA)
4 Si 5 (144CIA, 3CIV, 41CIA, 160CIA, 125CIV)
5 Si 7 (7T9CIA, 21CIA, 41CIA, 76CIA, 44CIA, 43CIA, 3CIV)
6 Si 6 (127CIA, 45CIA, 122CIA, 48CIV, 18ClIV, 39CIA)
7 Si 5 (42CIA, 81CIA, 22CIV, 9ClIV, 3CIV)
8 Si 6 (147CIA, 79CIA, 45CIA, 163CIV, 125CIV, 18CIV)
9 Si 5 (130CIA, 127CIA, 158ClIV, 39CIA, 255 CIA)
10a Si 6 (42CIA, 98Cl1V, 166ClIV, 36CIA, 1CIV, 50CIA)
10b Si 5 (147CIA, 3CIV, 50CIA, 125CIV, 106CIA)
10c Si 4 (161CIA, 7 CIV, 18CIV, 160CIA)
10d Si 6 (122CIA, 106CIA, 41CIA, 18CIV, 39CIA, 125CIA)
10e Si 6 (89CIA, 122CIA, 162CIA, 39CIA, 18CIV, 125CIV)
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Tabla 6. Escaneo de Mutaciones y/o SNPs por HRM del gen TBX20

Exon Estandarizacion Muestras secuenciadas
PCR

1a Si 9 (95CIV, 122CIA,160CIA, 162CIA, 7CIV, 48ClV, 3CIV,
125CIV, 18CIV)

1b Si 9 (79CIA 147CIA, 163CIV, 41CIA, 45CIA, 125ClIV,
39CIA, 95CIV)

1c Si 7 (162CIA, 122CIA, 50CIA, 42CIA, 76CIA, 89CIA,

125CIA)

2 Si 3 (3CIV, 1CIV, 44CIA)

3 Si 4 (43CIA, 7CIV, 50CIA, 40CIA)

4 Si 5 (43CIA, 44CIA, 147CIA, 160CIA, 18 CIV)

5 Si 3 (48CIA, 43CIA, 44CIA)

6 Si 3 (7CIV, 41CIA, 44CIA)

7 Si 2 (95CIV, 18CIV)

8 Si 6 /1CIV, 43CIA, 50CIA, 166CIA, 81CIV, 125CIA)

3. ANALISIS BIOINFORMATICO

Las muestras con mayor valor de porcentaje de confianza para cada cluster fueron
secuenciadas por electroforesis capilar y se analizaron las secuencias resultantes. En la
Figura 13A, se muestra como ejemplo, el alineamiento resultante entre el fragmento
correspondiente de la secuencia de referencia del gen TBX20 y la secuencia para el exén
5 del gen TBX20 de la muestra 43CIA, realizado con la herramienta nBlast del NCBI. En
la Figura 13B, se ejemplifica la traduccién de esta misma secuencia, empleando la
herramienta de traduccion de ExPASy. En cada caso la herramienta arrojé los seis
marcos de lectura posibles para cada secuencia (3 en sentido 5’ a 3’ y 3 en sentido 3’ a
5’). Se evaluaron los seis marcos de lectura (empezando por aquel marco de lectura que
generara la secuencia de aminoacidos mas larga), mediante la herramienta Blastp del
NCBI. El andlisis para el exdn 5 del gen TBX20 de la muestra 43CIA se ejemplifica en la

Figura 13C.
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A partir del alineamiento obtenido mediante la herramienta nBlast, se determiné la
posicion gendmica de cada variante genética encontrada y dicha posicién se utilizé para
determinar la posiciébn en la secuencia codificante de cada cambio empleando la
herramienta Name Checker de Mutalyzer. Esta herramienta también permitié determinar
el efecto que tenian las variantes sobre la secuencia de aminoacidos y/o el procesamiento
de los transcritos. Con la herramienta Human Variation del NCBI pudimos determinar si
los cambios encontrados ya habian sido reportados. Para aquellos casos en los que la
variante encontrada resultaba en un cambio en la secuencia de aminoacidos se evaluo el

efecto patogénico in silico mediante el software PolyPhen v2.0.23.

Pagina 51



GENES TBX EN LA SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL DESARROLLO DE CARDIOPATIAS CONGENITAS

A.

B Conwnioed & GeoBenk @eephlcs
Homa sapiane T-Eox 20 (TEHAZ0]) genes, somiphets cde
aEdHMOIEERD. 1]

gt 1552

Amags 1) 10505 bo 18844 GanEani Gomonion

2  Hureibsr of Matohsean 1

[Se— Eup-rt Tdambitisn P ﬁl.-l- Etrnnd
=0l bHw[%7 30 Em-didi Eﬁmﬂﬂ[ﬁiﬂ} ﬂ_fﬁlﬂ{ﬂu] Flus/Flus
sl DTN AT
Ebjow  1snzn THOE NI AT TEE o
Tum =y 1= =IT ToRACTT ARLCAGC TARSIL T EE_ -
IIIIIIIEE!::::IEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIH
=bkjct 16383 ITILITET TeRACTCARICCATAAGTI AT AT CARS L TCCACATCATTARS 166864
HQumc-y 140 ARAGARA AR RS TR I I AR T RARG T T oRiAAR T T LRSRACTITICATC -
| I O S o e I o O O P e O U O I I o O O O I O U U O O U O U O O |
=03 0T 1#B48 ARAOARA A R A A T LRI T I AR T I AR TC THRACAR T TTRRAC T TITATT AETOE
OusEY 200 A ARACH TITIRCTOCACICAC I O T RCTASARNT DIRCRT I
L I T T T T O O O e T o N O S A I O O O e B Triennrit
o030 BT iav08 oA ARACHACTT TI TIRCOT AT CTRAC T T T R AR T TR L T ATToE
Oou=EY =80 FLE T TR H T ag=
mger reves  HOMIIFIHORAL AR RO 2.,
ﬁr_ WEa5, ey -
Tramelaie Tool -Assuke of berslalbion
R i b MTRITRRE 0 g hk e oo B P wiag TR e ol i il e T 1 b i A i
L Smapk Gl F MWL vl L amp L BHEY AP RVHIIEEE DHTAS LA N LE S S FATEIL P 5 TV F T& VT AT 00 LA R OF T
i R Rl Sriog WL
L% W o W K Y E i H Bhp F Blop 1G] LEHE THC S T3ep S LK HLE F p®ep® LK 11 H Bhip Bop ¥ S
CIREMFRAERFLY
IH»'
PRV BB O YH Y WEF HLF VWM F 1A 30p Y FARGAHHMOpE EHPHE LA WG HI B NFHPEHMEFYOEHGLPE [ WHM
< F s, Bl E K {3
15 Frams o
Sop ¥ ILLHMT HII:I'ZII LHGELYTHOLNL WEERDTRENGCEFWEDEESEFF R LDW EQ Siep .0 0 oW b BAEERE St W N Y 0K K
Ta K 2 Biop
'h:,: I i Siop F W G W E TR Y LN SO LS ME WS S L RSO TR G Y L DR DY R MG
LT (L Seep TV S W i Sop LFSiep KLFLE G Soop StmplloTe Seap & BTSN G e Seop & AP LA AL E
¥ LY O Seop '

B Cawriloed -+

= T Tal = T T T =T

TEXZID protein [Hormo asplena]
#mnuanow |[h onlGRlFO0040 11 Lanat 29T

H---ll :I*Ir:ﬂ it it ﬂ.—.-.'-.l-.

[ - I-p-d [= Frr—

1oL biics{ama] 1a-ma compolclons! reeols sd

R S G

ey
=Enjac

il

Hemipar of Maiaheal 7

CPIAYTA

L]

UST. aT/mofmans) d.IIJ.I:rI-I“? nllllnq:lun;;

=11

IT¥ X773

Figura 13. Analisis de la secuencia del exén 5 del gen TBX20 de la muestra 43CIA. A. Alineamiento de

por nBlast del NCBI la secuencia de nucleotidos. En los recuadros rojos se resaltan los cambios encontrados

en la secuencia de nucleétido con respecto a la de referencia. B. Traduccién de la secuencia de nucleétidos

mediante la plataforma de ExPASy. En morado se resalta el marco de lectura elegido. C. Alineamiento por

pBlast de la secuencia de aminoacidos. En el recuadro rojo se resalta el cambio encontrado en la secuencia

de aminoacidos.
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Los resultados del analisis bioinformatico para los genes TBX71, TBX5 y TBX20 se
resumen en las Tablas 7, 8 y 9, respectivamente. En negritas se resaltaron las variantes

genéticas nuevas y aquellas que generaron un cambio en la secuencia de aminoacidos.

Para el gen TBX1 se encontraron tres SNVs nuevas, una intrénica, una sinénima (G337G)
y una en la regién 3-UTR; y dos SNPs que generaron cambio en la secuencia de

aminoacido (rs140123922 y rs4819522) (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis Bioinformatico del gen TBX1

EXON MUESTRA CAMBIO EFECTO
(NUCLEOTIDOS)
6CIV, 9CIV c.420T>C SNP rs41298814 / Sinénima F140F
4 50CIA c.410+877 SNV nueva / Variante intrénica
7 79CIA c.908+31C>A SNP rs41298836 / Variante intronica
3CIvV c.1010-29C>G SNP rs376544585 / Variante intronica
3CIvV c.1011T7>C SNV nueva / Sinénima G337G
3CIvV c.1019T>C SNP rs140123922 /| Cambio de
sentido V340A
79CIA, 122CIA c.1049C>T SNP rs4819522 | Cambio de sentido
10 T350M
3CIV, 79CIA, c.*121G>T SNP rs5746826 / Afecta sitios de
98CIV, 122CIA poliadenilacion en 3'-UTR
3'UTR 45CIA, 106CIA c. *16460A>G SNV nueva / Afecta sitios de
poliadenilacién en 3’-UTR
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En el caso de gen TBX5 se encontraron tres SNVs nuevas intronicas, una en la region

5-UTR vy el otra en la region 3’-UTR (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis Bioinformatico del gen TBX5

Exén Muestra Cambio (nucleétidos) Efecto
12 144CIA c.-648C>G SNP rs79465718 / 5-UTR
1b 144CIA c.-304G>T SNV nueva / Variante 5’-UTR
158ClV, c.39+113A>G SNP rs1248046 / Variante intrénica
163CIV
1c
158CIV c.39+193T>A SNV nueva / Variante intronica
4 3CIV, 144CIA €.242+267dupC SNV nueva / Variante intrénica
7 3CIV c.755-122A—C SNV nueva / Variante intrénica
106CIA cX7T7A>G SNP rs28730761 / Afecta los sitios de
poliadenilacion en 3'-UTR
10b
3CIV, 106CIA Cc.*97G>A SNP rs883079 / Afecta los sitios de
poliadenilacion en 3'-UTR
10c 18ClIV, 161CIA c.*383T>C SNV nueva / Afecta los sitios de
poliadenilaciéon en 3’-UTR

Para TBX20 se encontraron 14 SNVs nuevas, una en la region 5-UTR, 4 intrénicas, 3
sindnimas (12191, P399P y L397L), 3 de cambio de sentido (D309Y, T370P y M395R) y 3

en la region 3-UTR; 2 SNPs que generaron cambio en la secuencia de aminoacidos

(rs3999941 y rs201217462) (Tabla 9).
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Tabla 9. Analisis Bioinformatico del gen TBX20

Exén Muestra Cambio Efecto
(nucleétidos)
1a 7CIvV c.-517C>T SNV nueva/ 5-UTR
1b 41CIA, 79CIA, 147CIA c.-187T>C SNP rs73099190 / 5-UTR
4 44CIA c.546-1223dup SNV nueva/ Variante intrénica
5 40CIA, 43CIA, 50CIA | ¢.655-18C>T SNVnueva/ Variante Intrénica
43CIA, 50CIA €.655-44G>A SNP rs2072434 / Variante intrénica
43CIA, 50CIA c.657A>C SNV nueva/ Sinénima 1219]
43CIA c.766T>C SNP rs3999941 / Cambio de sentido L256F
43CIA c.813+11G>A | SNP rs3999940 / Variante de sitio donador de
splicing, variante de RNA no codificante
6 7CIV (HETERO), C. SNP rs2109090 / Variante intrénica
41CIA 890+128C>T
7 18CIV c.891-55G>C SNP rs111666016 / Variante intronica
18CIV €.891-30C>G SNP rs113178075 / Variante intronica
39CIA c.925T>G SNV nueva / Cambio de sentido D309Y
39CIA c.1003+99C>T SNV nueva / Variante intrénica
39CIA €.1003+129T> SNV nueva / Variante intrénica
C
8 50CIA c.1108A>C SNV nueva / Cambio de sentido T370P
50CIA c.1164A>C SNV nueva/ Sinénima P388P
50CIA c.1184T>G SNV nueva /Cambio de Sentido M395R
50CIA c.1189C>T SNV nueva/ Sinénima L397L
50CIA, 43 CIA c.1194A>C SNP rs2532122 / Variante sindnima
50CIA, 43 CIA c.1331C>T SNP rs201217462 / Cambio de sentido
T444M
50 CIA C.*2A>T SNV nueva / Afecta sitios de

poliadenilacion en 3’-UTR
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Muestra Cambio Efecto
(nucledtidos)

50 CIA c.*13T>A SNV nueva / Afecta sitios de
poliadenilacién en 3’-UTR

50 CIA Cc.*48T>A SNV nueva / Afecta sitios de
poliadenilacion en 3’-UTR

Continuacién Tabla 9

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos del analisis realizado con el software
Polyphen v. 2.0.23, a aquellos cambios en las secuencias de nucledtidos (SNVs o SNPs)
que generaron cambio en la secuencia de aminoacidos de alguno de los tres genes
estudiados. En el caso del gen TBX171 observamos que un SNP, el rs4819522, es
probablemente dafino. Para TBX20 encontramos que los polimorfismos, rs3999941 vy
rs201217462 son probablemente dafinos; al igual que el SNV D309Y. Para el gen TBX5

no encontramos polimorfismos ni mutaciones con cambio de sentido.
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Tabla 10. Analisis in silico del efecto de las variantes de cambio de sentido,

mediante el software Polyphen v. 2.0.23

GEN CAMBIO EFECTO PATOGENICO in silito

SNP rs140123922 / V340A Benigna

TBX1 SNP rs4819522 / T350M Probablemente Dafiina

SNP rs3999941 / L256F Probablemente Dafiina

SNP rs201217462 / T444M Probablemente Dafiina

TBX20 SNV D309Y Probablemente Dafiina
SNV T370P Benigna
SNV M395R Benigna

Para evaluar que tan conservados se encontraban estos residuos entre otras proteinas

TBX y entre especies, se realiz6 un alineamiento multiple empleando el software BioEdit

v.7.2.

En el caso de TBX1, encontramos que los residuos de aminoacidos que son modificados

por los SNPs rs140123922 (V340A) y rs4819522 (T350M), no estan conservados ni entre

especies, ni entre otros miembros de la familia TBX (Figura 14).
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Figura 14. Analisis de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de los SNPs de cambio de sentido
del gen TBX1. A. Electroferograma de la muestra 3CIV (Exén 10, TBX1), ¢c.1019T>C (NM_080646.1), SNP
rs140123922 (V340A). B. Electroferograma de la muestra 79CIA (Exon 10, TBX7), ¢.1049C>T
(NM_080646.1), SNP rs4819522 (T350M). C. Alineamiento multiple entre la secuencia isoforma A de TBX1
(Homo sapiens), las proteinas TBX1 de Mus musculus, Danio rerio y Xenopus tropicalis y las secuencias de
las proteinas TBX3, TBX5 y TBX20. En los recuadros rojos se resaltan los cambios en la secuencia de
nucleotidos y aminoacidos del SNP rs140123922. En los recuadros verdes se resaltan los cambios en la

secuencia de nucleétidos y aminoacidos del SNP rs4819522.

Para el SNP rs3999941 de TBX20, encontramos que la Leucina presente en el sitio 256
de la secuencia de aminoacidos esta altamente conservada entre especies y entre
proteinas de la familia TBX. Este residuo se encuentra dentro del dominio de unién a
DNA o caja T-box. Se analizé el exdn 5 del gen TBX20 en la familia del individuo afectado
en busca del SNP rs3999941, este se encontrd en otros nueve miembros de la familia del
individuo 43CIA. Ningun otro miembro de la familia ha sido diagnosticado con algun tipo

de cardiopatia (Figura 15).
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Figura 15. Analisis del SNP rs39999941 del gen TBX20. A. Electroferograma de la muestra 43 CIA (Ex6n 5
TBXx20), ¢.766T>C (NM_001077653.2), SNP rs39999941 (F256L). B Alineamiento mudltiple entre la

secuencia TBX20 (Homo sapiens), las proteinas TBX20 de Mus musculus, Xenopus laevis y Danio rerio y las
secuencias de las proteinas TBX1, TBX3 y TBX5. Con los recuadros rojos se resaltan los cambios en la
secuencia de nucleotidos y aminoacidos del SNP rs39999941. C. Pedigree de la familia de 43CIA. Con el
signo + se marcan los miembros que presentaron el alelo variante C, y con signo — los que presentaron el
alelo silvestre T. Con una flecha se marcé el caso indice y las casillas de color negro indican los miembros

que presentaron CIA.

Los residuos que son modificados por las SNVs Y309D (Figuras 16A y 16B), T370P
(Figuras 17A y 17B) y M395R (Figuras 17C y 17D) son residuos altamente conservados
entre especies, pero no entre proteinas de la familia TBX. Estos ultimos cuatro residuos

se localizan dentro del dominio que funciona como activador transcripcional.
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Figura 16. Analisis de la variante con cambio de sentido en la posicion 309 de la secuencia de
aminoacidos de TBX20. A. Electroferograma de la muestra 39CIA (Ex6n 7 TBX20), c.925T>G
(NM_001077653.2), mutacion con cambio de sentido Y309D. B. Alineamiento multiple entre la secuencia
TBX20 (Homo sapiens), las proteinas TBX20 de Mus musculus, Xenopus laevis y Danio rerio y las secuencias
de las proteinas TBX1, TBX3 y TBX5. En el recuadro rojo se resaltan los cambios en las secuencias de

nucledtidos y aminoacidos de esta variante genética.
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Figura 17. Analisis de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de las SNVs con cambio de
sentido en las posiciones 370 y 395 de TBX20. A. Electroferograma de la muestra 50CIA (Exén 8 TBX20),
c.1108A>C (NM_001077653.2), SNV con cambio de sentido T370P. B. Electroferograma de la muestra
50CIA (Ex6n 8 TBX20), ¢.1184T>G (NM_001077653.2), SNV con cambio de sentido M395R. C. Alineamiento
multiple entre la secuencia TBX20 (Homo sapiens), las proteinas TBX20 de Mus musculus, Xenopus laevis y
Danio rerio y las secuencias de las proteinas TBX1, TBX3 y TBX5. En el recuadro rojo se resaltan los cambios

en las secuencias de nucleotidos y aminoacidos de ambas variantes genéticas.
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4. MODELADO in silico

Las secuencias de aminoacidos de las muestras que presentaron variaciones (mutaciones
0 SNPs) de cambio de sentido fueron modeladas por homologia empleando la plataforma
del Swiss Model, siempre y cuando existiera un molde de la longitud correcta y que

presentara al menos un 40% de identidad con respecto a la secuencia de interés.

Para la proteina TBX1, existe un estructura cristalografica en la base del Protein Data
Bank (PDB ID: 4A04), pero esta posee una longitud de 203 aminoacidos, por tanto no se
pudieron modelar las secuencias de aminoacidos para los SNPs rs140123922 (V340A) y
rs4819522 (T350M). En cuanto a la proteina TBX20, sélo se pudo modelar la secuencia
de aminacidos del SNP rs3999941 (L256F), ya que el molde disponible con mas del 40%
de identidad con respecto a TBX20, fue TBX3 (1H6F), con una longitud de 291

aminoacidos. En la Figura 18 se muestra la estructura tridimensional de la secuencia.

Pagina 61



GENES TBX EN LA SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL DESARROLLO DE CARDIOPATIAS CONGENITAS

Figura 18. Modelo por Homologia de la proteina TBX20 unida a una molécula de ADN, basado en la
proteina TBX3 humana. En amarillo y verde se muestra la estructura de las dos subunidades del
homodimero. El circulo verde representa un atomo de Magnesio (cofactor). En el recuadro rojo se resalta el

cambio de residuo de aminoacido y la pérdida de superficie hidrofébica.
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J. DISCUSION

Las cardiopatias congénitas (CC) son en conjunto la anomalia del desarrollo mas comun y
principal causa de muerte no infecciosa en recién nacidos alrededor del mundo (Posch y
col., 2010). Su prevalencia a nivel mundial varia de 6 a 8/1,000 recién nacidos vivos
(RNV) (Marelli y col., 2007; Martinez y col., 2005; Mitchell y col., 1971; Samanek, 2000).
En nuestro pais se estima una prevalencia del 1% (10/1,000 RNV) y se estima, segun
datos del Sistema Nacional de Informacion en Salud (SINAIS), que ocupa la segunda
causa de mortalidad en menores de 1 afio, con una tasa cercana a 1.4/1,000 RNV,
encontrandose dentro de las tres primeras causas de muerte en nifios entre 1-4 afios de
edad (SINAIS, 2014). Las CC son enfermedades multifactoriales complejas, donde los
factores ambientales y genéticos juegan un papel importante(Huang y col., 2010; Monroy-
Munoz y col.,, 2013). Los miembros de la familia T-box son un grupo de factores
transcripcionales que actuan como reguladores importantes del desarrollo cardiaco y han
sido implicados en humanos con sindromes genéticos caracterizados por malformaciones

cardiacas congénitas (Plageman, Jr. & Yutzey 2005).

1. DISTRIBUCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO

En nuestra poblacion en estudio encontramos que la mayoria habia sido diagnosticada
como CIA, lo cual es contrario a lo reportado a nivel mundial, donde se reporta que la
cardiopatia congénita mas frecuente es CIV (Bruneau, 2008). Lo cual nos podria estar
hablando de que en nuestra poblacion de estudio existe una distribucion de cardiopatias
congénitas diferente a lo reportado en otras partes del mundo. En cuanto a la distribucién

por edad encontramos que la mayor parte de la poblacién se encontraba entre 0 a 10
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afios de edad, y practicamente no se encontré diferencia en el analisis por separado de
las dos cardiopatias congénitas en estudio (CIA y CIV). Lo anterior se puede deber a que
cada vez es mas frecuente el diagndstico y correccién de este tipo de padecimientos

desde temprana edad (Sander y col., 2006).

El analisis de la distribucion de la poblacién con base al sexo mostré que hay mas
pacientes femeninos con cardiopatia congénita que masculinos (lo mismo se observé al
analizar a las cardiopatias por separado), lo cual mostraria una tendencia mayor de las
mujeres a padecer este tipo de enfermedades, pero no existen reportes de asociacion de
la enfermedad con el sexo del paciente. Lo anterior puede deberse a un error de tipo
muestral, pero existen trabajos que demuestran la expresion del receptor de andrégenos
en estadios previos a la diferenciacion sexual durante la embriogénesis, como en la
formacion de las valvulas cardiacas (Sajjad, Y y col., 2007). En el 2008 se demostré que
la exposicion a dosis pequefas de testosterona y dihidrotestosterona promueva la

formacion de cardiomiocitos en ratones (Goldman-Johnson, D y col., 2008).

2. DETECCION DE MUTACIONES Y/O SNPs

Se encontré en varios casos que un paciente presentd una o mas variantes (SNVs o
SNPs) en un mismo gen o en dos de los genes estudiados. En algunos casos incluso se
observd que un mismo paciente presentaba varias variantes genéticas en una misma
region en estudio. Lo anterior puede deberse a que se ha visto en varios estudios que las
mutaciones pueden generar potencialmente otras mutaciones; esto puede ocurrir

indirectamente por una mutacion en un gen involucrado en la replicaciéon o reparacion del
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DNA, causando mutaciones en otros loci, o directamente por la influencia de una
mutacidn segregativa en la estructura del DNA vecino. En el genoma humano se ha visto
que la presencia de una mutacion induce que aumente 6 veces la tasa de mutaciones

puntuales(Hodgkinson & Eyre-Walker, 2011).

2.1. TBX1

El gen TBX17 es un gen para el que se han descrito varias isoformas (por lo menos 5)
resultantes de procesos de splicing alternativo y con un alto indice de complementariedad
en su secuencias, por lo que resultdé muy dificil disefar primers que no generaran
estructuras secundarias entre si 0 consigo mismos y que ademas fueran especificos para
la region que se buscaba amplificar. Lo anterior se reflejo, en la incapacidad para
estandarizar la PCR punto final de los exones 1, 3a y 8. Para los exones 3b y 6, se logré
estandarizar la PCR punto final, pero al hacer el cambio de reactivos a los del HRM no se
observd la amplificacion correspondiente. Para estos 5 fragmentos se probaron
concentraciones crecientes de DMSO hasta un maximo de 10% con respecto al volumen
final de la reaccion, ya que se ha reportado que el DMSO funciona como un adyuvante en

la amplificacion por PCR, pero los resultados fueron negativos.

Encontramos una SNv en el Intrén 4 del gen TBX1 (¢.410+877) y dos SNPs en regiones
intronicas, el SNP rs41298836 y el SNP rs376544585, los cuales a pesar de que no
generar un cambio en la secuencia de aminoacidos, pueden afectar el procesamiento o
splicing del exdén, ya sea modificando los sitios aceptores o donadores de splicing, o

modificando sitios que funcionan como enhancers o silenciadores de splicing en la region
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intronica (IES e ISS, por sus siglas en inglés). Estos cambios modifican la estructura
primaria de la proteina (Lewandowska, 2013) y la funcion de la proteina se ve afectada ya

sea positiva o negativamente.

También encontramos una SNV ¢.1011T>C (G337G) y un SNP, el rs41298814 (F140F),
ambos sindnimos, que al igual que las anteriores no generan un cambio evidente sobre la
proteina, pero se ha observado en afos recientes, que afectan la expresion y la funcion
de la proteina al controlar la eficiencia y velocidad de la traduccion, asi como la precision

con la que la proteina se pliega (Hunt y col., 2014).

Por otro lado, encontramos una SNV c. *16460A>G y un SNP, el rs5746826, en la region
3-UTR. Estos cambios o variantes genéticas pueden modificar los sitios de
poliadenilacion y otros elementos de secuencia necesarios para regular y controlar la
iniciacion del proceso de traduccion, afectando por tanto la expresién de la proteina

(Pichon y col., 2012).

Finalmente se encontraron dos SNPs que generaron cambio en la secuencia de
aminoacidos de la proteina, el SNP rs140123922 (V340A) y el SNP rs4819522 (T350M).
El analisis in silico de estos SNPs mostré que el segundo es el Unico que probablemente
sea dafino. El software Polyphen v.2.0.23 es una herramienta de prediccion que se basa
en que tan conservada esta la secuencia de la proteina asi como en su estructura (Yates
& Sternberg, 2013). El analisis que realizamos mediante el alineamiento multiple de la

secuencia de aminoacidos de la proteina TBX1 entre especies y entre miembros de la
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familia TBX, mostré que se trata de un residuo poco conservado entre las secuencias
analizadas, pero quiza requerimos analizar un mayor numero de secuencias para verificar
el grado de conservacién de este residuo, En algunos trabajos se ha demostrado al
comparar herramientas de prediccion in silico, que Polyphen es una herramienta capaz de
discriminar entre una variante causante de una enfermedad de aquellos polimorfismos

potencialmente neutrales (Shihab y col., 2014).

Ninguna de las mutaciones encontradas en este trabajo en el gen TBX1, corresponden a
las reportadas por Yagi y colaboradores en el 2003 (¢.443T>A, ¢.928G>A y c.delC1223, a
pesar de que se emplearon los mismos primers y condiciones que ellos reportaron para

analizar las regiones en las que encontraron dichos cambios (Yagi y col., 2003).

2.2. TBX5

Al igual que TBX1, TBX5 es un gen que posee varias isoformas resultantes del proceso
de splicing alternativo, pero el porcentaje de complementariedad de sus secuencias es
mucho menor que en TBX1. El unico fragmento que presentd problema en el disefio de
primers especificos y sin valores altos complementariedad entre ellos o consigo mismos
fue el fragmento 2a del exdén 2 del gen. Esto se vio reflejado en los problemas que
tuvimos para estandarizar la PCR punto final. También se probaron porcentajes

crecientes de DMSO hasta el 10%, sin obtener amplificacién alguna.

Localizamos 3 SNVs (c.39+193T>A, ¢.242+267dupC y ¢.755-122A—C) y un SNP, el
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rs1248046 que se encuentran en regiones intronicas. Estas variantes o cambios si se
localizan en elementos de regulacion en cis pueden afectar el procesamiento de los
transcritos, ya que usualmente pueden inducir la pérdida de un exoén, generar cambios en
los limites exén/intrén o activar exones cripticos como resultado de alteraciones en los
sitios donadores o aceptores de splicing. También se observé que estas variantes se

relacionan con varios desordenes genéticos (Lewandowska, 2013).

Asimismo, encontramos una SNV nueva (c.-304G>T) y el SNP rs79465718, en la region
5’UTR. Estas variantes genéticas podrian modificar los motivos TOP (necesario para su
interaccion con proteinas reguladoras), segmentos o sitios de entrada para los ribosomas,
o los marcos de lectura ubicados rio arriba (UORF, por sus siglas en inglés) (Pichon y col.,

2012).

En la regién 3-UTR encontramos una SNV nueva ¢.*383T>C y dos SNPs, el rs28730761
y el rs883079. Se ha observado que este tipo de cambios pueden afectar la longitud de
la cola de Poli A, al elemento de poliadenilaciéon citoplasmatico y elementos especificos
de union a ARN o miRNAs. Lo cual puede generar un efecto general o especifico sobre la

traduccién de la proteina (Pichon y col., 2012).

A diferencia del trabajo de Basson en 1997, donde encontraron dos mutaciones con
cambio de sentido (c.205G>T y ¢.205G>A) en pacientes diagnosticados con el sindrome
de Holt-Oram (Basson y col., 1997), en nuestro trabajo no se encontraron mutaciones o

SNVs que generaran cambio en la secuencia de aminoacido.
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2.3. TBX20

Para TBX20 se encontraron cuatro SNVs nuevas (c.546-1223dup, c.1003+99C>T,
€.1003+129T>C y ¢.655-18C>T) y 4 SNPs previamente reportados (rs2072434,
rs2109090, rs111666016 y el rs113178075), en regiones intronicas. Asimismo se encontro
un SNP, el rs3999940, que esta descrito en la literatura como un cambio en el sitio
donador de splicing del intron 5. Las ocho variantes descritas al principio aunque se
desconoce su efecto, podrian estar afectando el procesamiento de los transcritos al
modificar los sitios donadores/ receptores de splicing o en su defecto podrian modificar las
IES e ISS o podrian estar en los sitios de ramificacién, los cuales generan la retenciéon de
regiones intronicas. La ultima variante (rs3999940) se encuentra en un sitio esencial
(region 3’ o sitio donador) para el correcto procesamiento de los transcritos, y junto con
las mutaciones en los sitios donadores de splicing, conforman el grupo de mutaciones de
splicing mas comunes. Este tipo de cambios genera la pérdida de exones, la activacion de

exones cripticos o la alteracion de los limites exén/intrén (Lewandowska, 2013).

Se localizaron tres mutaciones SNVs (c.657A>C, c.1164A>C y ¢.1189C>T) y 2 SNPs
(rs2532122 y rs201217462) de tipo sinbnimo. Por mucho tiempo este tipo de variantes se
consideraron neutrales, pero se ha visto que poseen un impacto critico sobre elementos
reguladores en cis como los potenciadores o silenciadores de splicing exénicos (ESE o
ESS, por sus siglas en inglés), lo cual modifica la estructura primaria de la proteina.
También podrian maodificar los sitios de unién a miRNAs y factores transcripcionales, con
lo cual afectarian los niveles de expresion del gen. Por otro lado, podrian generar un RNA

mensajero inestable (lo cual lo volveria facilmente degradable) (Hunt y col., 2014).
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En la regién 5’-UTR se identificaron una SNV nueva (¢c.-517C>T) y el SNP rs73099190; en
la region 3'-UTR se identificaron 3 SNVs nuevas (c.*12A>T, ¢.*13T>Ay c¢."48T>A). Estas
variantes podrian afectar la expresion de la proteina, ya que cambios en la secuencia de
estas regiones podria impedir la formacion de la estructura secundaria necesaria o la
formacion de motivos que permiten la interaccién con proteinas reguladoras, ARNSs, y

proteinas de unién a ARN (Pichon y col., 2012).

La mayoria de la mutaciones o variantes de cambio de sentido reportadas en TBX20 se
localizan en el dominio de unién a ADN o caja T-box (Plageman, Jr. & Yutzey 2005). Las
Unicas dos mutaciones descritas en el dominio activador transcripcional fueron reportadas
en pacientes con cardiomiopatia dilatada (Qian y col., 2008), pero ninguna en CIA ni CIV.
En este trabajo identificamos 3 SNVs de cambio de sentido nuevas en dos pacientes con
CIA, lo cual consiste en el primer reporte de mutaciones en el dominio activador
transcripcional de la proteina TBX20 en pacientes con CIA. Estos cambios se generaron
en residuos altamente conservados entre especies. Generalmente se ha visto, que entre
mas conservado este el residuo modificado por la mutaciéon o variante, es mas probable
que esta sea deletérea (Bunger y col., 2007). Lo anterior se comprueba con el resultado
del analisis in silico para la SNV Y309D (NM_001077653.2:¢.927G>T), en el cual esta
SNV es probablemente dafina. No se observé el mismo resultado para las SNVs T370P
y M395R, ya que el programa Polyphen hace sus predicciones basandose no solo en el
grado de conservacion de la secuencia, sino también en su estructura (Yates & Sternberg,
2013). El residuo 309 se encuentra en mayor proximidad al dominio de unién de DNA, por
lo cual un cambio en este residuo puede resultar mas dafino. Pero la importancia de las
variantes en las posiciones 370 y 395 de la secuencia de aminoacidos, no debe ser
subestimada. Estas SNVs podrian poseer un efecto sobre la actividad de la proteina

TBX20, modificando la afinidad del dominio T-box por su sitio T, ya que estudios
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cristalograficos e in vitro de proteinas, han revelado que algunas proteinas T se pueden
unir al ADN como dimeros y que su dominio T forma un nuevo tipo especifico de contacto
con el ADN, en el que la hélice de la regién carboxilo terminal se embebe profundamente
en el surco menor del ADN, sin doblarlo (Muller & Herrmann, 1997; Papapetrou y col.,
1997). También se ha observado, que los dominios activadores transcripcionales (regién
carboxilo terminal) de los factores transcripcionales son necesario para interaccionar con
la maquinaria transcripcional basal, y un cambio en este dominio, puede afectar su
actividad, tal y como lo observaron en el 2007, Farin y colaboradores. Ellos realizaron un
analisis molecular de las proteinas TBX15 y TBX18 y encontraron que las regiones amino
y carboxilo terminales participan en la formacion del complejo proteina-ADN (Farin y col.,.

2007).

Encontramos dos SNPs que generaron cambio en la secuencia de aminoacidos de la
proteina TBX20, el rs3999941 (L256F) y el rs111862418 (N309Y). El andlisis del efecto in
silico, mostré que ambas variantes son probablemente dafinas. La segunda se localiza
en el mismo residuo de la SNV nueva Y309D, por lo cual se podria considerar que posee
un efecto similar a ésta. La variante F256L (c.766T>C), se encuentra en un residuo, que
originalmente se consideraba como parte del dominio de unién a ADN o caja T-box
(Posch y col., 2010), pero en el modelo por homologia de la proteina TBX20 obtenido en
este trabajo, sugiere que este residuo esta localizado fuera del dominio T-box. F256L
(c.766T>C) parece reducir la superficie hidrofébica de la proteina. Analisis de
mutagénesis sitio dirigida, en los que residuos hidrofébicos voluminosos como la leucina
son reemplazados por residuos mas pequeios como la alanina, demostraron que estos
cambios desestabilizan a la proteina, no solo al reducir la estabilidad hidrofébica sino

también por el costo energético asociado con la creacién de una cavidad en la proteina.
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Entre mas grande sea la cavidad, mayor es la desestabilizacion (Eriksson y col., 1992). A
pesar de no formar parte del dominio de unién a ADN, el cambio de fenilalanina por

leucina generado por este SNP, podria afectar a la proteina TBX20 al desestabilizarla.

En comparacion con los otros dos genes, en TBX20 fuimos capaces de detectar un mayor
cantidad de variaciones genéticas, esto podria deberse en primer lugar a que al ser un
gen con un menor numero de variantes reportadas, resulté en general mas facil amplificar
cada uno de los exones que lo componen, siendo el Unico gen que se pudo escanear en
su totalidad. En segundo lugar puede deberse a lo que ya se ha comprobado en otros
trabajos (Kirk y col, 2007; Posch y col., 2010), que TBX20 es un gen asociado con CIA, ya
que 22 de las 23 SNVs detectadas, fueron en pacientes con diagndstico de CIA.
Finalmente también podria ser reflejo de la tendencia muestral, ya que el 55% de las

muestras pertenece al grupo de pacientes con diagndstico de CIA.

Aunque en este trabajo no se demostré el efecto funcional de las SNVs encontradas en el
gen TBX20, podemos confirmar por el gran numero de variantes encontradas en
pacientes con CIA, que si existe una asociacion entre el gen TBX20 y el desarrollo de

CIA. En cuanto a los genes TBX1y TBX5, esta asociacion no se pudo determinar.
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K. CONCLUSIONES

% La mayor parte del grupo de pacientes fue diagnosticada con CIA, presenta una
edad entre 1 y 10 anos, debido a que en anos recientes el diagndstico de este tipo

de padecimientos se realiza desde temprana edad.

« Aunque existen trabajos que relacionan al receptor de androgenos y a la
testosterona en el desarrollo de érganos y tejidos extragenitales, no pudimos
establecer una relacion entre el sexo y la incidencia de CIA y CIV, debido al

tamano muestral.

« Las SNVs nuevas encontradas en el dominio activador transcripcional de TBX20,
son las primeras variantes descritas en pacientes con cardiopatias congénitas de

tipo CIA.

% La deteccion de un mayor numero de SNVs en el gen TBX20 con respecto a los
otros dos genes estudiados, y que la mayor parte de estos SNVs se hayan
detectado en pacientes con CIA, confirma la asociacion del gen TBX20 con el

desarrollo de esta enfermedad
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