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RESUMEN

Las cardiopatias son los defectos congénitos mas comunes a nivel mundial, y dentro de
estas, la persistencia del conducto arterioso o PCA es la reportada con mas frecuencia.
En esta, el CA que comunica a la arteria pulmonar y la aorta durante la etapa fetal, no se
cierra espontdneamente, debido a la falla de mecanismos como migracién y proliferacién
de células de CML y CE, disrupcion de la LEI, y adhesién de células sanguineas, por

mencionar algunos.

Por otro lado, y de acuerdo a diversos autores, alteraciones en FPAS podrian ser una de
las causas genéticas para que el cierre del CA se vea afectado, ya que este es un factor
de transcripcién que regula una gran variedad de genes que, a su vez, interfieren en
procesos como la angiogénesis, regulacién de la eritropoyesis, remodelacién de vasos
sanguineos, maduracion y diferenciacion celular, por mencionar algunos. En el trabajo
presentado, se analizan las variantes en la secuencia genética de EPAS/ para establecer
una posible relacién con PCA no sindromica en casos de recurrencia familiar. A través
del andlisis de los fragmentos exénicos de EPAS! en dos familias que reportan la
afeccion, mediante HRMA, PCR punto final, secuenciacion de Sanger vy

herramientas bioinformaéticas.

Fueron detectadas un total de 14 variantes que permiten pensar que existe una relacién
entre la PCA no sindrémica y £PAST pues, los polimorfismos intrénicos rs184760160,
157557402, rs75984373 y 15202210836, rs184760160, rs7557402, c.1035-52G>A 'y
¢.1035-25T>A, asi como la variante exénica rs765994211, podrian afectar caracteristicas
importantes del ARNm y/o la funcién de EPASI. Los SNPs encontrados, al igual que
otros reportados en la literatura, podrian truncar la funcién de EPASI, afectando
posiblemente su papel como factor de transcripcion involucrado en diversos mecanismos,

que a su vez resultan imprescindibles para el correcto cierre del conducto arterioso.



. INTRODUCCION

[.1. Cardiopatias Congénitas
[.1.1. Definicion

Las cardiopatias congénitas (CC) son errores en la embriogénesis cardiaca, que se manifiestan con
mayor severidad durante el periodo neonatal o en la edad pediatrica (Campos, 2016). Dichas
malformaciones en alguna de las caAmaras cardiacas y/o de sus grandes vasos, provocan cambios en
la morfofuncionalidad del corazoén; estas se originan en las primeras semanas de gestacion (3ray 10ma
semana) por factores que alteran o detienen el desarrollo embrioldgico del sistema cardiovascular
(Vijayalakshmi etal., 2019; Leis el al., 2010). En muchos casos se trata de un trastorno crénico debido
a los efectos secundarios tanto de la misma cardiopatia como de los procedimientos correctivos

(Moons, 2001).

[.1.2. Etiopatogenia

Las CC son de origen multifactorial, y aproximadamente el 8% se encuentran asociadas a factores

genéticos, mientras el 2% a factores ambientales.

Entre los mecanismos patogenéticos que causan las CC se encuentran anormalidades en: la migracion
de tejido ectomesenquimal, en el flujo de la sangre intracardiaca, en la apoptosis, en la matriz

extracelular, en el desarrollo y en los “situs” y bucles. (Vijayalakshmi et al., 2019)

Existen otros elementos que aumentan el riesgo de padecer alguna CC donde se encuentran:
infecciones, exposicién materna a drogas y teratégenos, condiciones médicas en los padres como
diabetes mellitus, hipotiroidismo, etc., exposicion de los padres a bebidas alcohdlicas, humo de
cigarro, etc., niveles alterados de vitaminas, uso de reproduccion asistida, factores ambientales,
factores sociodemograficos, y recurrencia familiar de alguna CC (Donofrio et al., 2014; Vijayalakshmi,

etal, 2019).




[.1.3. Estadisticas internacionales y nacionales

Estos son los defectos congénitos mas comunes a nivel mundial, las cifras indican una prevalencia del
0.8% al 1%, contemplando a los recién nacidos (RN) vivos y a los nacidos a término; sin embargo, en
RN prematuros las cifras reportadas alcanzan un 8.3% (Bravo et al.,, 2018); En paises como Inglaterra,
Estados Unidos, Canad4, Espafia, Japon e Italia, se reporta una prevalencia que va de 2.1 hasta 12.3

por cada 1000 recién nacidos vivos (Calderén et al., 2010).

Mientras tanto, en México se estima que por cada 1,000 RN vivos aproximadamente 10 de ellos sufren
de alguna CC (Mendieta, et al., 2013). En 2013, de 1,876 muertes por CC (52%) ocurrieron en la
Ciudad de México y cinco estados (Estado de México, Jalisco, Puebla, Guanajuato y Veracruz) (Torres

etal, 2016).

[.1.3.1. Las cardiopatias mas comunes

De acuerdo a la publicacion del equipo de Torres, ], en el 2016, en nuestro pais se reportan como las
principales cardiopatias congénitas a la persistencia del conducto arterioso, defecto de comunicacién
interventricular, defecto de comunicacién interauricular, conexion discordante ventriculo-arterial y

tetralogia de Fallot.

La persistencia del conducto arterioso o conducto arterioso persistente (PCA) es la CC mas comun en
nuestro pais, reportdndose con mayor frecuencia en infantes prematuros (IP), con una frecuencia del
33% en IP con muy bajo peso, y hasta un 65% en IP con un peso extremadamente bajo (Marconi et

al, 2019).

I.2. Persistencia del conducto arterioso
[.2.1. Definicion

Durante la etapa fetal, la arteria pulmonar y la aorta se encuentran comunicados mediante el
conducto arterioso, por lo que este juega un papel fundamental en la circulacion fetal. Al nacimiento,
este conducto se cierra espontaneamente al iniciar la respiraciéon normal; Sin embargo, en ocasiones
existe una falla en el cierre fisioldgico de dicha estructura y por consiguiente, el proceso no logra
llevarse a cabo adecuadamente manteniendo el cortocircuito, donde la sangre fluye de izquierda a

derecha; Este defecto es mejor conocido como PCA, es una cardiopatia congénita de tipo aciandgena



y se asocia mayormente con RN pretérmino, incrementando la mortalidad y complicaciones como
insuficiencia cardiaca, acidosis metabdlica, falla renal, hemorragia intraventricular y/o pulmonar,

displasia broncopulmonar, entre otras (Marconi, et al., 2019).

[.2.2. Complicaciones

Al presentarse esta patologia, dias después del nacimiento la resistencia vascular pulmonar (RVP)
disminuye, por lo que la proporcién de flujo sanguineo aértico que se desvia hacia la circulacion
pulmonar se incrementa (permeabilidad ductal), resultando en un exceso de flujo sanguineo a los
pulmones influyendo en la disminucién del volumen pulmonar y la capacidad funcional residual; lo
que predispone a hipertensién, congestién y edema pulmonar, asi como agravamiento de la falla
respiratoria; ademas el tiempo de ventilacién mecanica se prolonga, y aumentan las necesidades de
oxigeno, incrementando el riesgo de presentar enfermedad pulmonar crénica. La desviacion del flujo
sanguineo de la circulacién sistémica puede llegar a exceder la capacidad del aumento compensatorio
del gasto cardiaco total, comprometiendo la perfusién de 6rganos vitales como intestino, rifién y
cerebro; donde, por ejemplo, al disminuir el flujo sanguineo renal y esplacnico aumenta la incidencia

de insuficiencia renal y enterocolitis necrosante (Benitz, 2016; Soria, 2019).

Aunque es poco frecuente, se ha reportado incidencia de endarteritis infecciosa que se define como
inflamacién de la tunica interna de las arterias; ésta puede manifestarse como embolia pulmonar

séptica.

[.2.3. Diagnostico

La PCA se clasifica con base en la severidad del cortocircuito, que es dependiente de su tamafio y de
la relacién entre el gasto pulmonar (QP) y el gasto sistémico (QS). Esta reportado que el valor de
QP/QS normalmente es de 1, de 1.5:1 como pequefio, de 1.5 - 2.2:1 como moderado y mayor de 2.2:1

como grande. Los estudios de gabinete y andlisis clinicos son de ayuda para clasificarla como:

» Silente No existe soplo ni hipertension arterial pulmonar. Es diagnosticado

por ecocardiografia.




» Pequeiio Presencia de un soplo continuo audible, minimas alteraciones

hemodindmicas. Por lo general asintomatico.

» Moderado Existe un soplo continuo, pulsos amplios, sobrecarga en cavidades
izquierdas, hipertensién arterial leve a moderada. Puede o no haber
insuficiencia cardiaca leve (compensada). Se presenta intolerancia al
ejercicio, disnea al esfuerzo, desarrollo ponderal anormal, ademas

hiperactividad precordial.

» Grande Exhibe soplo continuo, pulsos amplios, sobrecarga importante en
cavidades izquierdas, hipertension arterial de moderada a severa. Se
reporta insuficiencia cardiaca descompensada, con dificultades al
alimentarse, deterioro del desarrollo, taquipnea, dificultad

respiratoria, infeccion frecuente en vias respiratorias.

1.2.3.1. Estudios de Gabinete

El examen clinico detallado, la ecocardiografia y el ecocardiograma orientan al diagnéstico de PCA.
Por otro lado, el electrocardiograma puede resultar normal si se trata de un cortocircuito de menor
magnitud, o mostrar alteraciones si se trata de una alteracién moderada; la radiografia de torax puede
0 no mostrar cardiomegalia dependiendo de la gravedad de la PCA, mientras la radiografia
anteroposterior de torax llega a revelar cardiomegalia, plétora pulmonar, dilataciéon de la arteria
pulmonar, inclusive en adultos se ha encontrado el conducto arterioso calcificado. Sin embargo, lo
mas recomendable es realizar la ecocardiografia modo M, bicondicional y/o Doppler color o Doppler
continuo (este estudio tiene una sensibilidad del 90-95%) en sus modalidades pulsado, continuo y
color para cualquier persona que sea sospechosa a presentar PCA, permitiendo confirmar el
diagnostico y establecer un tratamiento adecuado, ya que estas técnicas determinan la forma y
didmetro del conducto arterioso en su extremo aértico y pulmonar, identificar datos indirectos de la
sobrecarga de volumen (crecimiento de auricula izquierda, ventriculo izquierdo, taquicardia
auricular paroxistica), medir el gasto pulmonar y de la presion arterial pulmonar mediante la
medicion del gradiente transpulmonar a través del conducto, valorar el grado de repercusion
hemodinamica y descartar lesiones asociadas. Otras técnicas también utilizadas son la resonancia

magnética y cateterismo cardiaco, aunque no son comunes. (San Luis et al.,, 2012; IMSS, 2010).




Tabla 1. Procedimientos para cerrar el conducto arterioso.

Tratamiento Nombre Indicaciones Mecanismo Nota
Via Oral
10mg/kg el primer dia,
seguido de 5mg/kg por 2
dias
Tratamiento de primera
o , .
Ibuprofeno linea. Menos agresivo que

Farmacolégico

(Marconi et al., 2019;
Lu et al., 2019; Yang

10mg/kg cada 24h, por
3dias

Motrin, Johnson &
Johnson Pharmaceuticals
Ltd

Inhibidores de COX

Via Intravenosa

Dosis inicial: 0.2 mg/kg,

0.1 mg/kg cada 24 horas

en lactantes menores de
48 h edad;

la indometacina

Provoca insuficiencia renal

etal, 2013). Indometacina entre otras RAM
Dosis inicial 0.2 mg/kg,
0.1 mg/kg cada 12 horas,
seguido de 0.1 mg/kg
cada 24 h en lactantes
mayores de 48 h
Via oral
15mg/kg cada 6 h, por 3 Cuando hay
. dias Inhibidor de COX de forma no| contraindicaciones en el tx
Acetaminofeno . L
significativa con inhibidores de COX.
Tylenol, Johnson & Indicado desde 27 SDG
Johnson Pharmaceuticals
Ltd.)
L. Consiste en hacer un
Quirdrgica Se utilizan hebras de seda 2-0

pequeio corte quirirgico

Menos costosa que el

Ligadura en el lado izquierdo del [ o 3-0 Ti-cron y hemoclips en .
(PamukCO et al., g q y p cateterismo
2018) torax. Se liga el conducto algunos casos
' arterial.
Cateterismo Dispositivo autoexpandible
e . Su forma asegura la
_ Amplatzer ® cilindrico, confeccionado | ., }

(se elegira el PCA moderado y de una malla de nitinol. co OFaC'(_),n’ prewe.ne
dispositivo con base | (Arévalo et al,, grande embolizacion y se ajusta
en el tamafio y 2017). Puede o no contener al ahusamiento de
morfologia del CA) PCA calcificado material trombogénico. |conductos, contribuye a

(Figura 1) la obstruccion completa

Se ajusta a la forma del

vaso y evita la migracion

gracias al poliéster que




Se introduce a través
de la arteria femoral,
un catéter hasta el

del dispositivo posterior a
su implante.

contiene; reduciendo
riesgos.

conducto arterioso; se|
coloca una guia de
recambio hasta el
tronco pulmonar; se
introduce el
dispositivo.

Nit-Occlud ®
Coil. (Figura 2)

PCA de 2 a5mm

Es un disco de retencién
forzado en forma de
espiral. Garantiza una

oclusion eficiente. Aleaciéon
de niquel y titanio

Es ajustable

Recientemente, la ecocardiografia tridimensional (3DE) se ha convertido en un complemento de la

ecocardiografia en el manejo de pacientes que padecen alguna CC. Existen tres modalidades: volumen

completo, 3D-tiempo real, y la imagen multiplanar (adquisiciéon de dos o tres planos simultaneos);

Esta permite realizar un mejor andlisis al obtener informacién mas clara sobre la anatomia y

funcionalidad del corazén (Simpson et al.,, 2019).

[.2.4. Tratamiento

Se administran tratamientos conservadores (como: diuréticos, restriccion de liquidos, ventilacién

mecanica, etc.), para favorecer el cierre espontaneo del CA (Marconi et al,, 2019).

El objetivo del tratamiento para PCA es cerrar el conducto arterioso a través de los procedimientos

mostrados en la Tabla 1.

Figura 1. Dispositivo de oclusién Amplatzer ®,

URLT.

Figura 2. Dispositivo Nit-Occlud ®,

URL2.



I.3. Conducto Arterioso
[.3.1 Circulacion fetal

La primera descripcidén de la circulacion fetal la realiz6 Galeno en el siglo I dC, donde observé <entre
otras estructuras> al conducto arterioso (CA), y sefial6 que el CA cerraba posnatalmente. En 1628
William Harvey acufio el término circulacién fetal y negé la existencia de la circulaciéon pulmonar en
el feto. En 1938 Barcroft, Barron, Barklay, Franklin & Pricharts realizaron los primeros registros de
la circulacién en fetos de corderos. Dawes y colaboradores, describieron por primera vez los cambios

que ocurren en la circulacion fetal al nacimiento. (Vijayalakshmi et al., 2019).

La circulacion fetal es muy singular y difiere de la circulacién en un adulto. El embriéon debe
prepararse para el cambio sibito de concentracidn de oxigeno en la sangre a través de los pulmones
en lugar de la placenta, y para esta adaptacion resultan esenciales las modificaciones de dicha

circulacién.

Se basa en las diferentes presiones a las que la sangre oxigenada y poco oxigenada fluyen a través de
las venas (y derivaciones) que desembocan en el corazdn, dichas presiones estan controladas por vias
mecdanicas y fisiologicas que regulan la resistencia vascular y la direccidn del flujo de la sangre desde

el corazon hasta la auricula, siguiendo alguna de estas rutas (Garabedian et al., 2018) (Figura 3):
» Llegar al ventriculo derecho y salir a la arteria pulmonar
— Con direccion a pulmones (Segun Carlson, el 12% del flujo sanguineo total).
— Que se desvié por el conducto arterioso.
» Cruzar por el foramen oval a la auricula izquierda y pasar directo a aorta.

Al final, toda esta sangre llega a la aorta para continuar con su recorrido. Ademas, existe una mezcla
constante de sangre con diferentes concentraciones de oxigeno que provienen del cordén umbilical

y/o de la circulacidn sistémica del feto (Garabedian et al., 2018).

A través de dos grandes arterias umbilicales la sangre muy oxigenada llega desde la placenta hacia
los 6rganos que mas la necesitan como corazén y cerebro, y recibe la sangre menos saturada de

oxigeno proveniente de la circulacion sistémica del feto (Garabedian et al., 2018).

Es importante que la circulacién prenatal sea capaz de adaptarse a los cambios fisiologicos que estan
por venir; por ejemplo, los mecanismos que influyen en la capacidad tisular para ajustar sus

resistencias vasculares de acuerdo a las necesidades de oxigeno (Garabedian et al., 2018).
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Ductus Arteriosus
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Figura 3. Circulacion Fetal, URL3.

Existen tres cortocircuitos prenatales que son indispensables para mantener la circulacién paralela y
la distribucion preferente de los flujos sanguineos: conducto venoso, conducto arterioso y foramen

oval (Garabedian et al.,, 2018).

[.3.2. Anatomia y Fisiologia

El conducto arterioso es una estructura vascular que conecta a la aorta descendente y la pulmonar;
este se encuentra permeable desde la 8va semana de gestacién y durante todo el desarrollo
intrauterino, manteniendo 80% del gasto cardiaco fetal. Se encuentra localizado a la izquierda de la
bifurcacién del tronco de la arteria pulmonar y a nivel adrtico, en la unién del arco adrtico con la aorta
descendente, aproximadamente a 1cm de donde surge la subclavia izquierda (San Luis et al., 2012;

Delabaere et al.,, 2016).

La porcion distal del CA se origina del sexto arco adrtico izquierdo, mientras que de la porciéon

proximal se origina la rama izquierda de la arteria pulmonar (San Luis et al., 2012).




Este cortocircuito protege los pulmones de un flujo de sangre que supera la capacidad que tienen sus
vasos durante la mayor parte de la vida intrauterina. La permeabilidad del conducto arterioso fetal
se mantiene de forma activa mediante la accion de las prostaglandinas E2, parte de cuyo efecto esta

mediado por el 6xido nitrico (Carlson et al.,, 2014).

1.3.3. Cierre del Conducto Arterioso
[.3.3.1. Senalizacion

Dicho conducto comienza a cerrarse a partir de la semana 35 a 36 de gestacion. Al nacimiento durante
el cierre, se forma un tejido fibroso llamado “ligamento arterioso” mediante mecanismos de
vasoconstriccion de las fibras eldsticas de la capa media, proliferacién de tejido conectivo en la capa
media, disrupcién de la l1dmina elastica interna y necrosis histica (Figura 4) (San Luis, 2012). Y debe
culminar al momento del nacimiento (48 - 72 hrs), de lo contrario al pasar 3 meses extrauterinos, se

considera PCA (Vijayalakshmi et al., 2019; Benitz, 2016).

Vida Fetal Nacimiento Vida Posnatal Vida Posnatal Vida Posnatal . Riaguetasinactvas
é Plaquetas activadas
— - =5 Células Endoteliales (CE)
- & ~
= > - ‘ . ¢ S .. @ a CE activadas
= <> Q m e - )
& ‘ . Células Luminales C-kit*/CD31-
4 - =
ﬂ ‘ Células del musculo Liso (CML)
- «>» - !
relajadas
= Ll ¥ M
= = ; =Y ~ - & , .‘ - @ CML contraidas
S : - o~
—— -» e &
T —
CA Contraccion Activacién de Adhesién Remodelacion
Permeable del CA CE Plaquetaria

Figura 4. Cierre del Conducto arterioso.

Secuencia de eventos que contribuyen a la oclusion postnatal del CA. El aspecto luminal de la pared CA adopta
un fenotipo protrombético con activacién endotelial, depdsito de factor Von Willebrand y fibrina/fibrindgeno, y
eventualmente desprendimiento de CE de la lamina elastica interna, lo que conduce a la exposicién al
colageno. Este proceso desencadena la acumulacion de plaquetas que circulan en el lumen residual de CA. El
tapdn de plaquetas que sella la luz residual del CA contraido y, junto con otros mecanismos, facilita posterior
remodelacion luminal (Modificado de Hamrick et al., 2010).
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El cierre del CA es un proceso interactivo y complicado, su cierre espontaneo después del nacimiento

es resultado de una equilibrada y compleja interaccién entre el oxigeno, factores neurohumorales

locales y circulantes y de las caracteristicas especiales del musculo liso de la pared del cortocircuito

(Soria, 2019). Crockett et al. (Figura 5), hace una integracién y ordena los mecanismos que se llevan

a cabo en el CA, abierto y durante el proceso del cierre:

Factores Moleculares que mantienen el
conducto arterioso abierto in tutero

»  Baja tension de Oxigeno

»  Niveles altos de prostaglandinas en
la circulaciéon

»  Incremento Intracelular del AMPcy
GMPc

»  Activacion de los canales de Potasio

Factores Moleculares que intervienen en la

contraccion del conducto arterioso
después del nacimiento

Alta tensién de Oxigeno

Niveles bajos de prostaglandinas en la circulacién
Activacién de Citocromo P4so

Aumento del calcio intracelular

Disminucioén intracelular del AMPc y GMPc
Inhibicién de los canales de potasio
Produccion de isoprostanos

Respuesta a Acetilcolina y Noradrenalina
Activacién de los miembros de la familia cinasa
Rho

Aumento de Angiotensina Il

Células L] Baja Tension de
Endoteliales Oxigeno

Canalde

K*/Ca?

CML Relojoda

Elevada Tensién
de Oxigeno

Figura 5. Mecanismos que intervienen en el CA antes y después del nacimiento.

Comparacidn e integracion algunos mecanismos que ocurren durante la vida fetal para mantener abierto
el CA 'y después del nacimiento para cerrar este cortocircuito (Modificado de Crockett et al., 2019).




Para el analisis practico de dicho proceso, este proceso ha sido divido en dos: el cierre funcional y el

cierre anatémico; aunque involucran distintos factores ocurren paralelamente.

[.3.3.2. Cierre Funcional

Al nacimiento, cuando la tensién de oxigeno se eleva y los niveles de Prostaglandina E, descienden, el
CA se contrae gracias a la interaccién de Factores vasodilatadores (Prostaglandina E, (PGEy), 6xido
Nitrico(NO), péptidos pancreaticos, monoéxido de carbono (CO) y sulfuro de hidrogeno (H.S)) y
Factores vasoconstrictores (deteccién de Oxigeno(0), Citocromo P450 (CYP450), Acido retinoico,
Glutamato, hipoosmolalidad, Bradiquinina y corticoesteroides) que intervienen en el tono vascular

(Figura 6) (Hung et al, 2018).

CYP450 3A13 \ Células Endoteliales
= e
Sensibilidad 2 N ETa y «~H,S NO CO
RA
K
K S Despolarizacion l PKG @ cGMP
de la membrana
0, AN d — PGE
Contraccion 2
Ca* P — EPs

de CML

t

Cinasa Rho

Osmolaridad «, ==

Nervio

/

Glutamato GluR1 Noradrenalina

Figura 6. Sefializacion durante el cierre funcional del conducto arterioso.

AC: adenilciclasa, cAMP: adenosin monofosfato ciclico, cGMP: guanosin monofosfato ciclico, EPs:
receptores de PG2, ET: endotelina, GIuR1: subunidad 1 del receptor inotrépico de glutamato, Mito:
mitocondria, PGE2: Prostagandina E2, PKA: Protein cinasa A, PKG: Protein Cinasa G, RA: acido retinoico,
SMC: células del musculo liso, TRPM3: Receptor potencial transitorio de melastanina 3 (Modificado de
Hung et al., 2018).
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[1.3.3.2.1. Vasoconstriccion

» Vias en las que interfiere el Oxigeno

Se han descrito diversos mecanismos como base de la vasoconstriccién en respuesta a una elevada
tensién de oxigeno en el CA. Estos resultan en un aumento de calcio, que a su vez provoca la

vasoconstriccién del CA, con excepcién de la via que involucra a la ruta de la Rho-cinasa.

El O; es detectado por las células del musculo liso (CML) gracias a la red dindmica mitocondrial. Por
causa del O; que se metaboliza a través de la cadena de transporte de electrones y de la fisién
mitocondrial, se lleva a cabo una reacciéon tipo REDOX y se producen especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) como el peréxido de hidrogeno (H:0z); estas inhiben a los canales de
potasio (K+) dependiente de voltaje, y a su vez provoca despolarizaciéon de la membrana. Esto activa
los canales de calcio (Ca2+) tipo “L”, incrementando concentracién intracelular de este cation y
resultando en contraccién del musculo liso (Hung et al., 2018; Bokenkamp et al., 2010; Arboleda et

al, 2017).

Recientemente, se ha concluido que la ruta de la Rho-cinasa mantiene la constriccién del CA, por
medio del sistema mitocondrial. Las ROS, activan la ruta de la Rho-cinasa donde se fosforila la cadena
ligera de la miosina; Mediante un mecanismo de Feedback, se incrementa la actividad de la RHO-

cinasa, lo que promueve la contraccién de las CML (Hung et al,, 2018; Karki et al., 2019).

Por otro lado, el CYP450 y la endotelina-1 (ET-1) participan en conjunto. En respuesta al Oy;
aumentan los niveles de ET-1 que actta via receptor ETa, por lo que los niveles de Ca2+ aumentan.

Mientras, el CYP450 librera y sintetiza ET-1 (Coceani et al., 2012; Hung et al., 2018).

El acido retinoico por otro lado, y de acuerdo a diversos autores, ha demostrado que regula la

expresion de la subunidad a¢ de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Yokoyama, et al. 2006).

» Vias en las que no interfiere el Oxigeno

El glutamato favorece la contracciéon del CA mediante la produccién de noradrenalina por la
subunidad 1 del receptor inotrépico de glutamato (GluR1). El glutamato es el antagonista del

bloqueador alfal del receptor adrenérgico. (Fujita et al., 2016).
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El receptor de melastanina 3 (TRPM3) acttia como un sensor hipoosmético; este tiene una expresion
mayor en el CA a comparacion de la aorta. La hipo-osmolaridad promueve el aumento de los niveles

de calcio (Aoki et al., 2012).

La bradiquinina promueve el aumento de calcio intracelular, ya que incrementa la actividad del NO e
induce la formacion del factor de hiperpolarizacién derivado del endotelio, promoviendo la
vasodilatacién. Se ha demostrado que induce una respuesta bifasica, ya que a bajas concentraciones
induce la relajacion (receptor Bk-2), y a altas concentraciones promueve la contraccién (receptor BK-

1) (Bokenkamp et al., 2010; Duboscq et al., 2017).

[.3.3.2.2. Vasodilatacion
»— PGEz

Es producida por la placenta y el CA en la vida intrauterina, su funcién es mantener el CA permeable
a través de receptores como EP2, EP3 y EP4; la activacién de estos receptores incrementa la
produccién de AMPc intracelular por la via adenilil ciclasa, e inhibe de la cadena ligera de la miosina,
por lo que el CA permanece dilatado. Después del nacimiento, los niveles de PGE; disminuyen gracias
al catabolismo pulmonar y a la remocién de la placenta. La disminuciéon de PGE; se considera un
mecanismo importante para el cierre del CA (Hung et al, 2018; Duboscq et al., 2017; Coceani et al,,

2012).
» NO,COy HaS

El NO funge como vasodilatador. Este es producido por la éxido-nitrico sintetasa de las células
endoteliales (eNOS) en el lumen del CA y en vasa vasorum, para luego interactuar con la guanilil
ciclasa (GC) de las CML; provocando la produccién de guanosin monofosfato ciclico o GMPc y

disminuyendo los niveles de Caz+ (Hung et al., 2018).

Otros gases como el mondxido de carb6on (CO) y el acido sulfhidrico (H:S) pueden actuar como
vasodilatadores. El CO se sintetiza en las CML del CA mediante la enzima homooxigenasa-1 y -2. Este
inhibe la formacion de la ET-1 al actuar sobre el CYP450. Por otro lado, el H.S tiene efecto s6lo en
algunas especies, como ratones; a bajas concentraciones induce la vasoconstricciéon del CA, y a
concentraciones altas, promueve la vasodilatacion. El mecanismo por el cual esto ocurre, no ha sido
completamente dilucidado por los investigadores, aunque parece actuar directamente sobre los

canales de K+ (Hung et al., 2018; Crockett et al., 2019).
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[.3.3.3. Cierre anatomico

El cierre anatomico del CA, es un proceso bien organizado que involucra mecanismos que interactiian
entre si, como la formacién de almohadillas de la intima, migracién y proliferaciéon de las CML,
produccién de matriz extracelular (MEC), proliferacién de células endoteliales (CE) y la interaccién

con células sanguineas (Figura 7, Tabla 2).

Células mononucleares de

Lu men adhesion VEGF
Tampon plaguetario
Produccion de Matriz TGF-g
Extracelular RA
— 115
Cojinete de Proliferacion RA
la intima de SMC Notch
ECM
PGE,
Migracion de VEGF
SMC Notch
— TGF-§,
Proliferacion de EC G \JEGF
Intima
Disrupcion de IEL — S
Media

@ :Promocion
F—:Inhibicién

Figura 7. Cierre anatémico del CA.

CS: Condroitin sulfato, EC: células endoteliales, ECM: matriz extracelular, IEL: Ldmina elastica interna, IL-15:
interleucina-15, Mono: monocito, PDGF: factor derivado de crecimiento derivado de plaquetas, PGE2:
prostaglandina E2, PLT: plaquetas, RA: acido retinoico, SMC: células del musculo liso (por sus siglas en

inglés), TGF-B: Factor de crecimiento transformador-B. VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular

(Modificado de Hung et al., 2018).
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Tabla 2. Factores que intervienen en el cierre anatémico del conducto arterioso
(Hung et al,, 2018).

Células Mecanismos Factores Efectos
PGE2 =+
TGF-B1 -
) i -
Migracidn Noteh
Células del Mdsculo Fibronectina y .
Liso [SMCs) hialuronono
VEGF
) i Acido retinoico
Proliferacion
Motch +
Acide retinoico +
_ TGF-B +
Higluronano
FGEZ +
Produccion de Mafriz IL- 18 -
Extra Celular [ECM] Ficronecting Acido Retincico
Sulfato de Condrofting TEF-B
. PGE: -
Elasfing )
Oxigeno -
Células Endoteli ) _
S _r'. IO sl Proliferacidn VEGF +
[:C'I
Lémina Elastica ) . . .
, _ Disrupcidn Suliato De Condroffing +
interna (IEL)
Célul cle
. _ élulas monc:-ni eares VECE .
Células Sanguineas de adhesién
Tampdn de Plaguetas PDGF +

[.3.3.3.1. Proliferacion y Migracion de CML

La remodelaciéon del CA comienza con la separacién de CE de la lamina elastica interna (LEI),
originando un espacio subendotelial a donde las CML indiferenciadas migran y proliferan. Este

proceso se lleva a cabo gracias a los siguientes factores:
» PGE2

Induce la migraciéon de CML a través de la ruta de la proteina de intercambio activada por cAMP (Epac,
por sus siglas en ingles). La activacién en serie de la sefalizacion PGE2-EP4-cAMP-Epac, no altera la

proliferacion de CML ni la produccién de acido hialurénico (Lezoualc’h et al., 2016)
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» Acido Retinoico

Promueve a las CML y la proliferaciéon de MEC. Estimula el crecimiento de las CML gracias al aumento
de la expresién del antigeno nuclear celular y disminucién de la apoptosis. Diversos estudios, han
demostrado que la administracién materna de vitamina A, incrementa la produccién de acido

retinoico, promoviendo el engrosamiento de la intima (Wu et al., 2008; Yokoyama et al, 2007).
»— TGF-B4

Es una molécula de anclaje del citoesqueleto de las CML a la MEC, y reprime la migraciéon de estas
células; ademas incrementa la formacion de la placa focal por medio de la unién de integrinas con el
citoesqueleto, para mantener la tensidn necesaria para que la contraccion del CA sea sostenida (Hung

etal, 2018).
» Sefnalizacion Notch

El sistema Notch es altamente expresando en la vascularizacién humana y regula el comportamiento
celular, asi como la proliferacién, diferenciacién, migracién y angiogénesis. La pérdida de los
receptores Notch en el CA esta asociada con la regulacion negativa de la expresiéon génica de CML

contractiles, contribuyendo al desarrollo de PCA (Hung et al, 2018; Krebs et al., 2016)

1.3.3.3.2. Matriz extracelular
» Acido hialurénico

Promueve la migraciéon de CML; su sintesis es regulada por otros factores como TGF-B, PGE2 e
interleucina-15 (IL-15). El hialuronano es regulado por PGE2, por la ruta EP4-cAMP-PKA (Hung et al.,
2018).

» Elastina

La pérdida de la proteina de unién a elastina y la produccion de los péptidos de elastina, intensifican
la migracién de las CML. La elastina es regulada por la PGE2 (inhibe la elastogénesis por via del

receptor EP4) y el oxigeno (que reduce la secrecién de elastina en las CML) (Hsieh et al., 2014).
» Fibronectina

Las CML secretan fibronectina para promover su migracion en el endotelio durante el proceso de la

formacion de cojinetes de la intima (Hamrick et al., 2010).
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» Sulfato de Condroitina

Actia como promotor de la remodelacidn del conducto arterioso ya que le proporciona estabilidad al
acido hialurénico y deteriora la estructura de las fibras de elastina. Ademas, promueve la migracion
de CML a través de la LEI de forma indirecta, al inducir su desprendimiento de la elastina y aumentar

la sintesis de fibronectina (Hung et al., 2018).

1.3.3.3.3. Células endoteliales

Las CE se separan de la LEI durante el proceso de remodelaciéon del CA, formando el espacio
subendotelial para la migracién de las CML y CE. La migracién de las CE es inducida por las integrinas

y el factor de crecimiento de las células endoteliales vasculares (VEGF por sus siglas en inglés).
» Integrinas

Las CE y las CML experimentan un aumento de integrinas durante la formacion intima de cojinetes.
En pacientes pretérmino con PCA, se ha encontrado una regulacidén negativa en la expresion de

integrinas (Shelton et al., 2014).

» VEGF

Es un factor de crecimiento inducido por hipoxia; estimula la proliferaciéon y migracién de las CE, asi
como las CML. Clyman propuso en 1999, que la vasoconstriccién inicial causa una pérdida del flujo
sanguineo laminal, produciendo consecuentemente una zona hipé6xica en la capa muscular media del

CA (Hungetal, 2018).

[.3.3.3.4. Interaccion de células sanguineas

Las células mononucleares son activadas por la respuesta inflamatoria inducida por la isquemia de la
pared vascular; después de la constriccion del CA, los monocitos y algunos macréfagos se adhieren al
lumen, el grado de esta adhesién celular se relaciona con la extension de los cojinetes. Ademas, la
acumulacion de plaquetas forma un tapdn, que sella la luz residual del CA contraido (Hungetal., 2018;

Hamrick et al., 2010).
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[.3.4. Regulacion Génica

Al tratarse de un proceso complicado, el cierre del CA se encuentra constituido por diversos

mecanismos que, a su vez son regulados por una gran variedad de genes, tal y como se muestra en la

Tabla 3 (Waleh et al,, 2015).

Tabla 3. Genes que se encuentran asociados con el cierre del conducto arterioso, modificado de

Waleh et al.

Accion\Mecanismo en
el que interfiere

Genes involucrados

Senalizaciéon Ca2+

Canales de K+

Proteinas contractiles

Sefalizacién de la
Endotelina

Sefalizacién de
prostaglandinas

Sefalizacion de Oxido
Nitrico

Inflamacion y
remodelacion

CACNATG/Cav3.1, ATP2A3/SERCA, CACNA1C/CaV1.2, CACNB2/Cavp2,
RHOB, ROCKT

ABCCY9/SUR2B, KCNA2/Kv1.2, KCNB1/Kv2.1, KCNS3/Kv9.3, KCNJ8/Kir6.1,
KCNA5/Kv1.5

ACTAZ, CNN1/Calp, MYHT1/SM1, MYHT1/SM2, MYLK, MYOCD/mio,
TPM1/Trop

EDNRA/EtA-rec, EDNRB/EtB-rec, ECE1

CYPSA/PTGIS, PTGER4/EP4, PTGS1/COX1, SLCO2A/PG trans, PDE1B, PDE3B,
PTGS2/COX2, PDE4D

NOS3/Enos, PDESA

AGTRZ, EPAST1/HIF2a, SMARCA4/BRG1, TGFB1/TGFB1, AGTRT, BMP4, IGFT,
ILK JAGT, MAPKT/ERKZ, PDGFB/PDGF-B cad, TFAP2B/TFAPZB, FNT,
PTPNT1, TRAFT

Lewis, menciona a sindromes dismorficos de un solo gen, asociados con PCA como: SMADIP1 (Mowat-

Wilson), PTPN11 (Noonan), 7BX5 (Holt-Oram), FLNA (heterotopia ventricular), 7FAP2S (Chaar),

entre otros.
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Por mencionar algunos genes, existe una gran variedad que codifican las proteinas miofibrilares y los
que se asocian con la diferenciacién muscular, por ejemplo, el gen MYH11 que codifica la cadena

pesada de miosina; o RHOB, que codifica para RhoB GTPasa (Stoller et al., 2012).

Por otro lado, los canales i6nicos son el resultado de la expresion de genes como TASK-1 y ABCCY
(por mencionar algunos), que son esenciales para la formacion y el funcionamiento adecuado del
canal de K+; otro ejemplo son las bombas de Na+/K+ donde interfieren genes como A7P7B1 entre
muchos otros. El gen £DNI codifica para la endotelina-1, que tiene una expresion significativa en el
CA; asi como se ha encontrado un incremento en la expresion de AGTRI1 (receptor de angiotensina
II), en neonatos. En la ruta de las PG, se han estudiado genes implicados como: PTGER4, PTGS1, PTGS2
(por ejemplo). Se han encontrado niveles elevados de su traduccién horas después del nacimiento

(Stoller et al.,, 2012).

Figura 8. Estructura “CRYSTAL" de la proteina EPAST.

Sin embargo, uno de los genes mas estudiados es 7FAPZf, que se encuentra asociado con PCA no
sindréomica (Stoller, 2012). Este gen es mencionado por Hsieh y otros autores, como uno de los
factores de transcripcién que juegan un rol importante en el cierre del CA. Se han encontrado
polimorfismos relacionados con la falla del tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos, al igual

que en EPAS1 (otro importante factor de transcripcion) (Dagle et al., 2009).

Equipos de trabajo como el de Ivey (2008), Hajj (2012), y Dagle (2009), han profundizado en el

estudio de la asociacion de EPAST con la PCA (reportando polimorfismos), concluyendo que el papel
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de este gen incluye el refinamiento del potencial de transactivaciéon de 7FAPZF mediante la
regulacion negativa de la unién de ADN a este factor de transcripciéon (a través del dominio
bHLH/PAS); ademas de ser un posible regulador transcripcional de ET-1 (durante el desarrollo en el

musculo liso ductal) y al mismo tiempo regula su expresion en células del mudsculo liso vascular.
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Figura 9. Ubicacion del gen £PAST7 en el cromosoma 2, URL4.

[.4. EPAS1

También conocido como MOPZ, PASZD, BHLHE73, ECYT4, HLFy HIFZa, es el gen que codifica el factor
inducible a hipoxia 2o (HIF2a). Este factor de transcripcién esta involucrado en la induccién genes
regulados por el Oxigeno; su expresion aumenta a medida que los niveles de oxigeno disminuyen

(Figura 8).

P405 P531 N847
| |
Dominio PAS |___Dominio ODD | 870

Figura 10. Dominios especificos de la proteina EPAS1 (Modificado de Wigerup et al., 2016).

[.4.1. Antecedentes

Este gen se ubica en la banda 21 del brazo corto del cromosoma 2 (2p21) (Figura 9). De acuerdo con
la plataforma GenBank, UniProt y GenAtlas, contiene un total de 89.3 kb (89,300 pb) de las cuales solo
5148, se transcriben. Consta de 16 exones, codificando una proteina formada por 870 aminoacidos

(a.a.) (Figura 10).

21

\— E‘ »";».



De acuerdo con la base de datos UniProt ®, EPAS1 forma heterodimeros con ARNT que se unen en la
secuencia de ADN 5’-RCGTG-3' (en el promotor) (Figura 11), en los elementos de respuesta hipoxia
(HRE, por sus siglas en inglés), de acuerdo con Downes et al. (2018), EPAS1 regula aproximadamente
1,454 genes; uno de ellos es el factor de crecimiento vascular endotelial, conocido como VEGF por lo
que se encuentra implicado en el desarrollo de los vasos sanguineos y del sistema tubular pulmonar.
Por lo que EPAS1 estd asociada a procesos como la angiogénesis, la remodelacion de vasos
sanguineos, maduracion celular, desarrollo de la placenta y pulmones, por mencionar algunas
funciones. Por otro lado, a nivel molecular actia como ADN vinculante con la acetiltransferasa y otros

factores de transcripcién, es activador y forma heterodimeros.

De acuerdo a GenAtlas y GenBank, se expresa en la mayoria de los tejidos; sin embargo, se han

reportado niveles elevados en células endoteliales de placenta, pulmén, higado y corazén.

bHLH PAS-A PAS-B

bHLH

S

HIF-2a-ARNT

Figura 11. Estructura del factor de transcripcidon £PAS7 como heterodimero con ARNT,
Modificado de Wu et al., 2016.

[.4.2. Familia dominio PAS/ bHLH

La subunidad 1 de la proteina PAS que se expresa en el endotelio (EPAS1, por sus siglas en inglés),
pertenece a un grupo de factores de transcripcion del dominio basic-helix-loop-helix (bHLH) o PAS
(PER-ARNT-SIM), presentes en animales y plantas; este dominio consta de dos motivos alfa altamente

conservados. Los miembros de esta familia permiten una respuesta hipdxica rapida sin la necesidad
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de sintetizar proteinas de novo, a través de continua transcripcién y traduccién de los factores HIFa
(HIF1a, HIF2a y HIF3a), seguidos de una rapida degradacién a través de mecanismos como la
ubiquitinacién. Sin embargo, cuando la tension de oxigeno desciende, este proceso se inhibe y los
HIFas se estabilizan, promoviendo su heterodimerizacién y asf, activar la expresion de otros genes
(Figura 12). Esta familia ademas de estar regulados por la metilacién dependiente de oxigeno, son
regulados post-traduccionalmente por modificaciones en residuos alterando su actividad (Tian et al.,

1996; Tian et al,, 2019; Downes et al.,, 2018).
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Figura 12. Ruta de Sefializacion de los genes HIFa. Modificado de wikipathways, URL5.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, las cardiopatias son la principal causa congénita de muerte reportada en
neonatos a nivel mundial y en México, siendo la PCA una de las més frecuentes; sin
embargo, al ser un padecimiento de tipo multifactorial no se ha profundizado en el
andlisis de todos los posibles factores genéticos, dentro de los cuales se encuentra EPAST,
del que autores como Ivey (2008), Dagle (2009), Bokenkamp (2010) y Hajj (2012), han
descrito variantes en pacientes que presentan dicha cardiopatia. Este factor de
transcripcién activa a una gran variedad de genes en repuesta a sefales hipéxicas y se
encuentra implicado en la angiogénesis y en la remodelacién de vasos sanguineos que

son mecanismos involucrados en el cierre del conducto arterioso.
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I11. JUSTIFICACION

La PCA es una cardiopatia que puede provocar complicaciones graves en los recién nacidos y en
la etapa adulta, por lo que resulta de suma importancia estudiar los mecanismos involucrados en

su desarrollo.

Aunque se trata de un padecimiento de origen multifactorial, la consideracién de factores
moleculares involucrados con esta afeccion (a su vez referida con una compleja sefalizacién), tal
como EPASI que, al ser sensible a variaciones en el nivel de oxigeno se encuentra estrechamente
relacionado con el cierre del CA, permitiria ampliar el panorama etiopatogénico de dicha

enfermedad.

Pese a que la PCA ha sido estudiada, son pocos los casos con recurrencia familiar y no sindrémicos
reportados, por lo que el analisis de casos familiares brinda la oportunidad para indagar en el factor

genético que puede estar relacionado con este padecimiento.

Es por ello, que en este trabajo se planteé un estudio exploratorio de busqueda de variantes en el
gen EPAST a través del anadlisis por HRM y secuenciacién capilar de toda la regién exénica del
gen, empleando como modelo el andlisis de 2 casos familiares. Los resultados obtenidos permitiran
aportar informacién sobre la relacién de este gen con la presencia de PCA no sindrémica, y
proponer la buisqueda de las variantes encontradas en un mayor nimero de casos para asi evaluar

su potencial como posibles marcadores bioldgicos y/o blancos terapéuticos de la enfermedad.
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IV. HIPOTESIS

Siel gen EPAS1 estd implicado en procesos claves para el cierre del conducto arterioso, entonces se
encontraran variantes genéticas en dicho gen que afecten su funcionamiento o estructura en los casos

familiares de PCA.
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V. OBJETIVOS

General

Analizar variantes en la secuencia genética de £PAS/ para establecer una posible relacién con PCA

no sindrémica en casos de recurrencia familiar.

Particulares

> Analizar los exones de £PASI mediante HRMA, PCR punto final y Secuenciacién de Sanger.
» Identificar variantes y su impacto en las secuencias mediante andlisis bioinformatico.

» Determinar si existe una relacion entre las variantes encontradas y el desarrollo de PCA.
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VI. METODOLOGIA

Las muestras utilizadas fueron recolectadas previamente, del mismo modo el proceso de extracciéon
de ADN gendmico y su cuantificacion se realiz6 tiempo atras. Se mantuvieron almacenadas a -20°C
hasta su uso. Las secuencias de los cebadores o primers utilizados para HRMA y PCR, se muestran en

el anexo 1.

[ Metodologia ]

{ ADN I

~

{ Amplificacion de Exones ]

o) s [

{ Secuenciacion capilar ]

l

l Analisis Bioinformético I

Figura 13. Esquema general de la metodologia empleada.

VI.1. Amplificacion de los exones

»= HRMA
Esta técnica permite identificar variantes de un s6lo nucleétido (también conocidos como SNP) en el
ADN y de esta forma agrupar las secuencias en clusters basandose en la longitud, contenido GC y
complementariedad de las bases. Esta fundamentada en la PCR tiempo real, y posibilita detectar

variaciones en la secuencia al medir los cambios en la hibridacién de ADN bicatenario (Tylor, 2009).

Consiste en la amplificaciéon de una region especifica en presencia de un fluoréforo intercalante, que
se activa al unirse a ADN bicatenario, posteriormente es sometido a un aumento gradual de la
temperatura; a medida que el ADN es desnaturalizado, la fluorescencia desciende. Este cambio en la

fluorescencia es medido y con ello se genera la curva caracteristica de "melting".
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La reacciéon fue montada de acuerdo a las indicaciones del kit de Precision Melt SupermixTM de Bio-

Rad® (tabla 4). Cada muestra, asi como los controles se analizaron por duplicado.

Tabla 4. Reactivos y volumenes correspondientes para el analisis por HRMA.

REACTIVO VOLUMEN (ul)
MasterMix 6.25
Primer Forward [20 pmol/ul] 1.25
Primer Reverse [20 pmol/pl] 1.25
H.O 1.75
ADN [25 ng/ul] 2.00
Volumen Final de Reaccién 12.5

Para continuar, se utiliz6 el equipo CFX96 -también de Bio-Rad®-, mediante el programa de

amplificacién y desnaturalizacién indicado (Figura 14).

Q—1C—|-Q—1(D_03('D—|

Desnaturalizacien:
95°C, 2" 10" 95°C, 30" 95°C
Elongacion:

72°C, 30"

40 ciclos

Incremento
gradual:

0.2°C/10"
Alineacion:
Tm, 30"
A) Reaccion de B) Desnaturalizacion
PCR

Tiempo

Figura 14. Programa de amplificacién y desnaturalizacion utilizado para el ensayo de HRM.

A) Reaccidn de PCR (amplificacion), B) Desnaturalizacion mediante un aumento gradual de la
temperatura (0.2°C cada 10 segundos), en esta etapa se midio la sefial emitida por los

fluoréforos.
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Posteriormente se analizan los archivos obtenidos mediante el software Precision Melt Analysis®
Software v1.3 de Bio-Rad®; donde se logran observar los distintos clusters en los que las muestras
han sido agrupadas. Se procedi6 a realizar PCR de secuenciacién de las dos muestras con el porcentaje

de confiabilidad mas alto encontrados en cada cluster.

» PCR punto final
Se realiz6 la amplificacién de los exones que no fue posible amplificar por HRMA, como es indicado
por el kit HotStarTaq® MasterMix de QIAGEN (Tabla 5), mediante el programa e indicaciones que
sugiere el fabricante (Figura 15). S6lo para el exén 1, se utiliz6 el reactivo 7-Deaza-2'-deoxyguanosina

(Tabla 6).

Tabla 5. Reactivos y volimenes para la amplificacion por PCR punto final.

REACTIVO VOLUMEN (ul)
HotStarTaq 6.25
Primer Forward [10 pmol/ul] 1.25
Primer Reverse [10 pmol/pl] 1.25
H.O 1.75
ADN [25 ng/ul] 2.00
Volumen Final de Reaccién 125

Tabla 6. Reactivos y volimenes para la amplificacién por PCR punto final con 7-Deaza-2'-

deoxyguanosina.

REACTIVO VOLUMEN (ul)
HotStarTaq 125
Primer Forward [10 pmol/ul] 2.50
Primer Reverse [10 pmol/ul] 2.50
H.O 2.50
ADN [25 ng/ul] 4.00
7-Deaza [2.5 pmol/ul] 1.00
Volumen Final de Reaccién 125

Para comprobar si la amplificacion se habia llevado a cabo correctamente, los productos de reacciéon

se sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% con buffer TAE 1x.
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Desnaturalizacion: Desnaturalizacien:
95°C, 15' 95°C, 30 ciclos

Extension:
74°C, 1"

Alineacicn:
T, 30"

Mantener a
4°C

QﬁC—rQ—t(D'OB('D—!

Tiempo

Figura 15. Programa utilizado para la PCR punto final.

VI.2. Purificacion Enzimatica

Se busca eliminar las impurezas (primers y dNTPs) en los productos de reaccién resultantes del
HRMA y de la PCR punto final; por lo que fueron purificados con la exonucleasa ExoSAP-IT® (USB

Corporation) (Tabla 7), siguiendo las indicaciones del fabricante (Figura 16).

Tabla 7. Reactivos y volumenes para la reaccion de purificacion.

REACTIVO VOLUMEN (ul)
Producto de PCR o HRM 2.00
H.O 4.00
ExoSAP-IT 1.00
Volumen Final de Reaccién 7
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Inactivacion:
80°C, 15"

Activacion: Mantener o
37°C, 18" 4°C

O ~Cc -0~ 00T 3 a —

Tiempo

Figura 16. Programa utilizado para purificacion con exonucleasa.

VI.3. Reaccion de Secuenciacion

Posterior a la purificacidn, se llevo a cabo la PCR de secuenciacidn, que se realiz6 con el kit BigDye®
v3.1 Terminator Sequencing Cycle de Applied Biosystem (Tabla 8), repitiendo el programa (Figura
17) por 40 ciclos.

Tabla 8. Reactivos y volumenes para PCR de secuencia.

REACTIVO VOLUMEN (ul)
Producto purificado con ExoSAP-IT 7.00
BigDye® 3.1 2.00
Primer Forward o reverse [3.2 pM] 1.00
ddH.O 7.00
Buffer de reaccién 3.00
Volumen Final de Reaccién 20.0
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T Desnaturalizacién: Cesnaturalizacion:
e g6°C, 107 96°C, 3% ciclos
m Extension:

&0°C, 4"
P
e
r

Alineacion:
a &0°C, 5'
Mantener o
T 4C
]
r
a
>

Tiempo

Figura 17. Programa utilizado para la PCR de secuencia.

VI.4. Purificacion en columna

Para eliminar los dNTPs que no se incorporaron en la PCR de secuencia, el producto obtenido se filtra

a través de columnas de sefarosa del kit Dye Ex 2.0 spin® de QIAGEN.

VL.5. Secado y Rehidratacion

Los productos purificados se deshidrataron totalmente por medio de un desecador rotatorio
y con vacio, para posteriormente hidratarlas con formamida, con el fin de prevenir la

evaporacion del ADN durante el proceso de secuenciacidn.

VI.6. Secuenciacion de Sanger

Para desnaturalizar el ADN y evitar su renaturalizacion, los productos fueron sometidos a un choque
térmico, llevandolos a una temperatura de 96°C durante 5 minutos, y posteriormente fueron

colocados en un cooler que se encontraba a -20°C.

La secuenciacion se llevo a cabo en el equipo 3130 Genetic Analizer de Applied Biosystems, utilizado

el polimero POP7 del mismo fabricante.
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VI.7. Analisis Bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con los electroferogramas resultantes para comprobar

que la base fue correctamente asignada por el equipo, mediante el programa BioEdit v.7.0.5.

En seguida, las secuencias depuradas fueron evaluadas por medio de Blastn (Basic Local Alignment
Search Tool, nucleotide) del NCBI (National Center for Biotechnology Information) (URL6), con el
objetivo de buscar variantes en el gen EPAS? al alinearlas con la secuencia consenso del gen

estudiado.

Para comprobar si los polimorfismos encontrados habian sido reportados previamente por otros
autores, fueron examinados con el software Database of Single Nucleotide Polymorphism (dbSNP)

del NCBI (URL?).

Con el fin de determinar si existe un efecto de las variantes en la estructura proteica, se realizé un
analisis con la herramienta Mutalyzer 2.0.29 (URL8), que clasifica a la variante analizada como

sinénimas o no sindnima.

Posteriormente, el posible impacto de las variantes no sinénimas fue estimado mediante la aplicacién
PolyPhen-2 (URL9), que predice si el cambio encontrado genera una alteraciéon patogénica o benigna
en la proteina; Por otro lado las variantes sin6nimas fueron evaluadas mediante el programa Human
Splicing Finder 3.0 (URL10), que integra matrices de deteccién propias y externas de sitios de
splicing, puntos de ramificacion, secuencias reguladoras de splicing, etc. detectando ruptura de sitios
aceptor y donador de splicing canénicos, creaciéon de sitios donadores y aceptores alternativos,
ruptura del punto de ramificacidn, creacion de silenciadores (ESS) y eliminacién de potenciadores

(ESE, por sus siglas en inglés).

Ademas, se utiliz6 RNAfold (URL11) para determinar si las alteraciones restantes tenian algin
impacto en la estructura secundaria del ARNm, al comparar los diferentes posibles plegamientos

obtenidos mediante el andlisis de la secuencia consenso y de la secuencia que contenia la alteracion.
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VII. RESULTADOS

VII.1. Busqueda de variantes por HRMA

Se analizaron los exones 6,8,10,11,12,13 y 15 de EPAS1 en los miembros de ambas familias, ya que
durante la estandarizacién de esta técnica fueron los que, de un total de 16, se obtuvo una

amplificacién adecuada.

Con ayuda de las curvas de desnaturalizacion normalizadas proporcionadas por el software (Figura
18), se logré inferir si las muestras analizadas contenian variantes al compararse con muestras
control, ya que esta herramienta asocia a las muestras en grupos o c/usters con base en los patrones

que sus secuencias sigan.

Curva normalizada de desnaturalizacion

1.0
08
0.6 -

04

URF Normalizadas

0.2

0.0

86.5 87.0 87.5 88.0 88.5 89.0 89.5

Temperatura (°C)

Figura 18. Curva Normalizada de Melting.

Ejemplo de la Curva Normalizada de melting obtenida del Exdn 12, se pueden observar dos
clusters diferentes.
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Posteriormente, fueron secuenciadas dos muestras representativas de cada cluster, con base en el

porcentaje de confianza proporcionado por el mismo programa (Tabla 9).

Tabla 9. Clusters identificados por el software de HRMA.

Exén Clusters identificados
6 1
8
11
12
13
15

—_ A NN =

VIL.2. Busqueda de variantes por PCR punto final

Losexones 1, 2,3,4,5,7,9,10, 14 y 16 de cada muestra problema, fueron amplificados mediante PCR

punto final, y por medio de un gel de agarosa al 1.5% (Figura 19) se corrobor6 su amplificacion.

Familia | Familia I

Figura 19. Resultado de la electroforesis en el Gel de agarosa 1.5%.

En el ejemplo se muestra la amplificacién del exdn 16 de £PAST para los miembros de ambas familias.
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VII.3. Secuenciacion

Una vez comprobada la amplificacion adecuada de los exones por PCR punto final, y haber
seleccionado las muestras de HRMA, los amplicones fueron sometidos a secuenciacion capilar,
obteniendo sus correspondientes electroferogramas (Figura 20) y secuencias en formato FASTA,
para asi comenzar con la asociacion entre el fenotipo y el genotipo de los sujetos estudiados (Tabla

10).

30 110 120 130
CTTCAGCTGGTTICTTCCCATCCTIT CCACATCCAGGCTCTGGOGTTTITGGG AAAAAMAAGCAAAGACATGTCC??

i WLJ.

Figura 20. Fragmento del electroferograma obtenido de la secuenciacién capilar del exén 5 de
EPAST, del miembro 1I-8 de la familia 2.

Cada variante identificada tiene una incidencia variable respecto a las demas, ademas de que no todos

los sujetos afectados con PCA presentan las mismas variantes.

En el caso de la familia I la mayoria de las variantes se encuentran en los sujetos que presentan este
padecimiento. Por otro lado, la distribucién de los polimorfismos que presentan los miembros de la
familia I, no permite la facil correlacion entre en genotipo y fenotipo, ya que se encontraron sujetos
que, aunque padezcan la afeccién presentan un minimo de variantes, y lo opuesto, miembros que,

aunque exhibieron un gran nimero de variantes no desarrollaron PCA.
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Tabla 10. Asociacion entre el fenotipo y las variantes encontradas.

Familia I Familia II
Variante \ Sujeto
-1 |12 (01|02 |03 | 1|12 |02 | O3 | 04|15 | I-6 | I-7 | II-8
NG_016000.1:9.63732A>C O O O O O O O O
NG_016000.1:9.63738C>G O O O
NG_016000.1:9.63741C>T O O O O O O O O
NG_016000.1:9.63741_63742InsT | O O O O O O O O
NG_016000.1:9.63742C>T O O O O O O O O
NG_016000.1:9.77567T>A O O O O O O O O
NG_016000.1:9.84086G>A O O O O O O O O O O
NG_016000.1:9.84113T>A O O O
NG_016000.1:9.84131C>G ] O ] O ] O O O ]
NG_016000.1:9.86414G>C O O O O O O O O
NG_016000.1:9.88008G>A O O O O O
NG_016000.1:9.89554T>C O O O O O O O O O O O O
NG_016000.1:9.89590G>C O O O O O O O | ] O O O
NG_016000.1:9.92114C>G O O
Ndmero de variantes halladas 8 |3/ | 8 1 8/ |\ & 1 9/ 11071 6/ | 6/ | 5/ |10/ 1 A1/ 9/ 3/
10 [ 10 | 10 | 10 | 10 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 [ 12 | 12 | 12 | 12

En las celdas de color amarillo se presentan los individuos afectados de la familia Iy en verde los de la
familia II.

O Heterocigoto
B Homocigoto
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VII.4. Analisis Bioinformatico

Se encontraron 12 variantes que no afectan la secuencia de aminoacidos en el producto proteico final

(tabla 11):

140 150 160
TAGGGTGTGTOGCCTGC TGTICTGOT GG ACAGC AAL

Figura 21. Electroferograma en Fw del exdn 11, perteneciente a II-6 de la familia II. Dentro del
marco se encuentra la variante NG_016000.1:9.86414G>C/rs7598371.

De acuerdo a los algoritmos de prediccidn utilizados, se encontraron 4 variantes sinénimas que a
pesar de representar una ruptura, creacién o alteracion en los sitios ESS y/o ESE intrénicos, no
producen ningtin impacto en el proceso de splicing; 2 de estas variantes interfieren, con los puntos
de ramificacion. Y so6lo el SNV rs7598371 (Figura 21) ha sido reportado con anterioridad por el

equipo de Yu en el 2016, asociado a la hipertension pulmonar a gran altitud.

180 199 200
JCTCTTTCCCCCIGICATTAGT GAGATT

190 300 210

AN
YAYA'
1R

|

A f\
A

Figura 22. Electroferograma en Fw del exén 9 correspondiente a miembros de la familia II.

Dénde: a) es I-1 homocigoto y b) I-2 heterocigoto, indicando la variante
NG_016000.1:9.84131C>G o rs7557402.
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Tabla 11. Evaluacion de variantes sindnimas en dbSNP y HSF 3.0.

Variant Codigo Localizacion Human Splicing Finder
anante de dbSNP ocalizaclo Transcripto
Intrén (corriente Sin probable impacto en splicing
NG_01 .1:9.63732A
G_016000.1:9.63732A>C rs535860790 abajo Exén 3) C218-18A>C
Intrén (corriente Sin probable impacto en splicing
NG_01 .1:9.637
G_016000.1:9.63738C>G rs202210836 abajo Exén 3) C218-12C>G
Intrén (corriente Sin probable impacto en splicing
N 1 .1:9.63741C>T
G_016000.1:9.63741C> rs75984373 abajo Exon 3) ©218.9C>T

NG_016000.1:9.63741_63742InsT No reportada

Intrén (corriente
abajo Exon 3)

Sin alteracion significativa en el splicing
c.218-9 218-8insT

NG_016000.1:9.63742C>T

No reportada

Intrén (corriente
abajo Exon 3)

Sin alteracion significativa en el splicing
c.218-8C>T

NG_016000.1:9g.77567T>A

No reportada

Intrén (corriente
arriba Exon 7)

Ruptura de un sitio ESS intrénico, sin probable
impacto en el splicing.
c.886+35T>A

NG_016000.1:9.84086G>A

No reportada

Intrén (corriente
abajo Exon 9)

Mutacion intrénica que afecta los puntos de
ramificacion/branching.

Ruptura de un sitio ESS intrénico, sin probable
impacto en el splicing.

Creacion de un sitio ESE intrénico, sin probable
impacto en el splicing.
€.1035-52G>A

NG_016000.1:9.84113T>A

No reportada

Intrén (corriente
abajo Ex6n 9)

Mutacion intrénica que afecta los puntos de
ramificacion/branching.

Ruptura de un sitio ESS intrénico, sin probable
impacto en el splicing.

Creacion de un sitio ESE intrénico, sin probable
impacto en el splicing.
€.1035-25T>A

Intrén (corriente

NG_016000.1:9.84131C>G rs7557402 . .
abajo Bxon 9) c1035-7C>G
Ruptura de un sitio ESS intrénico, sin probable
impacto en el splicing.
. Intrén (corriente
NG_016000.1:9.86414G>C rS7598371 s Exon 11) Creacién de un sitio ESE intronico, sin probable
impacto en el splicing.
¢.1554+48G>C
NG_016000.1:9g.88008G>A  rs1884760160 Ex6n 12

c1737G>A

NG_016000.1:9.89554T>C

No reportada

Intrén (corriente
abajo Exén 14)

Sin alteracion significativa en el splicing
€.2173-20T>C
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs535860790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs202210836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs75984373
https://mutalyzer.nl/name-checker?description=NG_016000.1%28EPAS1_v001%29%3Ac.218-9C%3ET
https://mutalyzer.nl/name-checker?description=NG_016000.1%28EPAS1_v001%29%3Ac.218-9_218-8insT
https://mutalyzer.nl/name-checker?description=NG_016000.1%28EPAS1_v001%29%3Ac.218-8C%3ET

Por otro lado, la variante rs184760160 es reconocida como una alteracion en un sitio ESS exoénico,
ocasionando posiblemente una alteracién en el splicing. E1 SNP rs7557402 (Figura 22) se identificé
como la ruptura de un sitio aceptor silvestre, implicando una alteracién potencial en el splicing. De
acuerdo a la plataforma ClinVar (URL12) ambas variantes, aunque asociadas a la eritrocitosis
familiar, son interpretadas como benignas. No obstante, rs184760160 (Figura 23) sélo es reportada

como una variante heterocigota en los pacientes estudiados por Dinardo & col.

150 160 170 120
CAGCCACTGG CCCCTOTAGCCCQAFACAGTCCCTTCCTCCTGG AC

Figura 23. Electroferograma en Fw del exén 12 que corresponde al individuo II-3 de la familia IL
Se encuentra seflalado NG_016000.1:9.88008G>A/ rs184760160.

Fueron halladas 6 variantes de significado incierto bajo el analisis bioinformatico, aunque, cabe
mencionar que 3 de estas han sido previamente descritas: El polimorfismo rs75984373 (Figuras 24
y 26), se encuentra asociado a policitemia de gran altitud, causada por hipoxia arterial persistente y
deterioro ventilatorio (Zhao et al.,, 2017); La variante rs202210836 (Figura 24), es reportada en
ClinVar como probablemente benigna pero asociada a la eritrocitosis familiar. Sin embargo, aunque
el SNP rs535860790 se encuentra registrado en el sitio web del NCBI, no contiene informacion sobre

este.
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™ 80 o 104 110 120 130
TCCACATTCAT GC AGCTGTCCCACCCCCOGELTKCT|ICTTTCCGGTTGGTTCT GAAACCGAGTCC AAG

Figura 24. Electroferograma en Fw donde se encuentran los SNPs: NG_016000.1:9.63738C>G
NG_016000.1:9.63741C>T, NG_016000.1:9.63741_63742InsT, y NG_01600.1:9.63742C>T.

Electroferograma Fw del exdn 3 perteneciente a I-2 de la familia I, donde se sefala: En amarillo
NG_016000.1:9.63738C>G/ rs202210836, mientras en morado NG_016000.1:9.63741C>T/
rs75984373, NG_016000.1:9.63741_63742InsT, y NG_01600.1:9.63742C>T.

Aunque en las variantes del exén 3, evaluadas con HSF 3.0 no mostraron impacto alguno en el splicing,
se puede observar en el diagrama de los sitios potenciales de splicing del mismo exén (Figura 27),
obtenido del mismo sitio web, que la parte de la secuencia afectada (Figuras 24, 25 y 26) coincide con

un sitio marcado como un aceptor natural y potencial de splicing.

Score Expect Identities Gaps Strand
436 bits(236) 2e-118 239/240(99%) 1/240(0%) Plus/Plus
Query 1 CCAcccccccecc T:TTTCCAGTTTGCTCTGAAAACGAGTCCGAAGCCGAAGCTGACCAGC 60
< [ELLLEELTLT] IIIIIIII [NERRNRNNNN lIlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 63730 CCACCCCCCCCC-CTTTCCAGTTTGCTCTGAAAAC CGAAGCCGAAGCTGACCAGC 63788
Query 61 AGATGGACAACTTGTACCTGAAAGCCTTGGAGGGTTTCATTGCCGTGGTGACCCAAGATG 120
. CORLULEEEL L e et e e e iirrgnl IIIIIIIIIIII
Sbjct 63789 AGATGGACAACTTGTACCTGAAAGCCTTGGAGGGTTTCATTGCCGTGGTGACCCAAGA 63848
Query 121 GCGACATGATCTTTCTGTCAGAAAACATCAGCAAGTTCATGG GACTTA ACAGGTGACAC 180
. CERLEEERE R E et tinl IIIIIIIIIIIIII NN RNANEY
Sbjct 63849 GCGACATGATCTTTCTGTCAGAAAACATCAGCAAGTTCATGGGACTTACACAGGTGACAC 63908
Query 181 ('(TC('T(TAT(T('TTTCAAAAGAAGAAAT( TT ('(ATTTGGGGGTA(AAAT(’A(T(GAA 240
CELULLERE L el || IIIIIIIIlIlIIIIIIIIIIl
CCTCCTCTATCTCTTTCAAAAGAAGA AT GGGTAGAAATGAGTGGAAG 63968

gb]ct 63909

Figura 25. Insercion de T entre las bases 63741 y 63742 en el gen £PAST.
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90 100 10 120 130 140
TGCAAGCTGTCCCACCCCCCCCCITTTCCAGTTTGCTCT GAAAACGAGTCCGAAGCC

Figura 26. Electroferogramas del exén 3 de la familia II: NG_016000.1:9.63741C>T,
NG_016000.1:9.63741_63742InsC, y NG_01600.1:9.63742C>T.

Electroferogramas en Fw del exon 3 perteneciente a la Generacién filial 1 de la familia II, donde a) es I-1
y b) es I-2. En el recuadro se encuentran sefialadas: NG_016000.1:9.63741C>T/ rs75984373,
NG_016000.1:9.63741_63742InsC, y NG_01600.1:9.63742C>T.

Ademas, las alteraciones registradas en el ex6n 3, fueron evaluadas con el programa RNAfold, donde
se encontré que estas variantes producen cambios en el plegamiento del ARNm, y la energia requerida

para la formacion de estas posibles estructuras es menor que para formar la estructura silvestre.

Por otra parte, el SNP encontrado en el ex6n 14 (Figura 28) que también fue sometido al analisis /n
silico con RNAfold (Tabla 12), demostr6 alterar el plegamiento del ARNm; y se encontré la energia
requerida para la formacion de estas posibles estructuras es ligeramente mayor que para formar la

estructura que no presenta alteraciones (Anexo 2).
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Figura 27. Diagrama de los Sitios potenciales de splicing perteneciente al exdn 3 de £PAST.

Se observa remarcado el sitio que corresponde a la secuencia afectada en los miembros de
ambas familias. La secuencia es ACCCCCCCCC. Modificado de la plataforma HSF 3.1.

50 60 70
CATTTCCCCTTTC CCATICTGCCCTTCTT ACTCCCAGGG!

Figura 28. Electroferograma en fw del exdn 14 correspondiente a II-5 de la familia II. Se encuentra
resaltado NG_016000.1:9.89554T>C.
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Tabla 12. Evaluacidon de variantes sindnimas en RNAfold.

Plegamiento de ADN

Mutacién Posicion -
Silvestre Alterada
6 posibles plegamientos 10 posibles plegamientos
NG_016000.1:9.89554T>C  Exo6n 14 AG=-1039a AG=-995a
-107.6 kcal/mol -104.3 kcal/mol
60 70 80

CAGGCATGQEG|AAGCCGGCTGCTCGG

e

Figura 29. Electroferograma Fw del exén 16 perteneciente a I-1 miembro de la familia . Se observa
NG_016000.1:9.92114C>G/ rs765994211 dentro del recuadro amarillo.

Tabla 13. Evaluacién de variantes no sindnimas en dbSNP y Polyphen 2.0.

Caodigo de identificacién

Variante de dbSNP Cambio Efecto (score)
NG_016000.1:9.89590g>C No reportada Gly730Ala Benigna (0.001)
NG_016000.1:9.92114C>G (765994211 Ala823Gly Pos'b'e?;e;;g)Ma"gna
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Multiple sequence alignment

QUERY Axspoeusxsst-mocvmq: ) ﬁ,ﬁ A P
splUPTOOOIDSA0ACE]T  AVSPGENSKSR-FPAQCYATQ Q A N SR lliiilH“i
sp | F7CWES#1 AVSPRENAKSG-FPPQCYAPQLQ T B 1 5+ W% L TRID
sp|F7023891 AVSPRENAKSG-FPPQCYAPQ Bl W s+ > PR
sp|F7CoMaw1 AVSPRENAKSG - FPPQCYAPQLQ : ﬁ KR p -
sp|A3FG76#1 AVSPREDAKGS - FPPQCYAPQ Q : 1]
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Figura 30. Alineamiento de secuencias multiple de un fragmento de £PAST.

Dénde se observa que Ala del cambio A823G (rs765994211) es un aminoacido conservado en diferentes
organismos.
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Figura 31. Alineamiento de secuencias multiple de un fragmento de EPAS1. Se observa que el
residuo G del cambio G870A es un aminoacido poco conservado en diferentes organismos.

Por otra parte, se identificaron 2 variantes que provocan cambios en la secuencia de aminoacidos en

la proteina (Tabla 13): Se encontré que el polimorfismo rs765994211 (Figura 29), es considerado
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como posiblemente maligno ya que el aminoacido Ala es un residuo altamente conservado (Figura
30); mientras la otra variante, que no ha sido registrada con anterioridad, arroj6 un score muy bajo
en PolyPhenZ2, por lo que su efecto es descrito como benigno; la conservacion del aminoacido Gly, se
encuentra poco conservada (figura 31). De acuerdo a la secuencia proteica, ambas variaciones no se

encuentran relacionadas con ninglin dominio especifico de la proteina (Figura 32).

1 MTADKEKKRS SSERRKEKSR DAARCRRSKE TEVFYELAHE LPLPHSVSSH 50

I.IIIIIIIIIIIIIIIIIIII.III-II‘II 160

51 LDKASIMRLA ISFLRTHKLL SSVCSENESE AEADQQMDNLIYLKALEGFIA

101 WWF LSENISKFMG LTQVELTGHS IFDFTHPCDH EEIRENLSLK 150
151 NGSGFGKKSK DMSTERDFFM RMKCTVTNRG RTVNLKSATW KVLHCTGQVK 200

.............................

201 VYNNCPPHNS LCGYKEPLLS cumcsn_ 250
301 QW_EKN 350
351 DVVFSMDQTE SLFKPHLMAM NSIFDSSGKG AVSEKSNFLF TKLKEEPEEL 420
401 AQLAPTPGDA IISLDFGNQN FEESSAYGKA ILPPSQPWAT ELRSHSTQSE 450
451 AGSLPAFTVP QAAAPGSTTP SATSSSSSCS TPNSPEDYYT SLDNDLKIEV 5@

581 IEKLFAMDTE AKDQCSTQTD FNELDLETLA PYIPMDGEDF QLSPICPEER 550
551 LLAENPQSTP QHCFSAMTNI FQPLAPVAPH SPFLLDKFQQ QLESKKTEPE 600
681 HRPMSSIFFD AGSKASLPPC CGQASTPLSS MGGRSNTQWP PDPPLHFGPT 6590
651 KWAVGDQRTE FLGAAPLGPP VSPPHVSTFK TRSAKGFGAR GPDVLSPAMV  7@@
7801 ALSNKLKLKR QLEYEEQAFQ DLSGGDPPG@ STSHLMWKRM KNLRGGSCPL 750
751 MPDKPLSANV PNDKFTQNPM RGLGHPLRHL PLPQPPSAIS PGENSKSRFP 8o
801 PQCYATQYQD YSLSSAHKVS GMASRLLGPS FESYLLPELT RYDCEVNVPV 859

851 LGSSTLLQGG DLLRALDQAT 870

Figura 32. Secuencia de aminoacidos de la proteina EPAST.

Se encuentran remarcados los dominios: bHLH -azul (14-67), PAS1 -salmdn (84-154), PAS2 - verde (230-
300) y PAC -lila (304-347). Sobre las lineas punteadas se encuentran regiones importantes como: sitio de
unién a ADN -rojo (26-53), sitio requerido para la heterodimerizacién con ARNT -amarillo (171-192), NTAD
-cian (496-542) y CTAD —verde claro (830-870). Por otra parte, dentro del circulo amarillo se puede ver el
cambio A823G, y en azul G730A.
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VIIl. DISCUSION

EPAST ha sido asociado a lo largo de su analisis a padecimientos como la eritrocitemia/policitemia,
hipertensién pulmonar, mal de montafia crénico y dolor de cabeza de gran altitud, principalmente;
estos padecimientos son provocados al exponerse a condiciones hipdxicas donde se ha relacionado
con alteraciones en la frecuencia cardiaca, vasodilatacion cerebral, sobreperfusion de lechos
microvasculares y la respuesta transcriptémica de dicho gen bajo estas condiciones; de hecho, existen
diversos estudios (humanos y murinos) entorno a sujetos que habitan en lugares ubicados a una
elevada altura respecto al nivel del mar, por ejemplo: l1a poblacién de la meseta tibetana, donde han
comprobado que EPAS1 ha sufrido alteraciones para adaptarse a un entorno con bajos niveles de 02

(Lietal, 2019; Pouling et al,, 2002; Schweizer et al,, 2019; Zhao et al,, 2017).

Como puede observarse en los resultados presentados, los SNPs: rs184760160, rs7557402,
rs75984373 y rs202210836, se encuentran asociados con el aumento del nivel de eritrocitos. De
acuerdo con ClinVar, estas variantes son descritas como benignas para la eritrocitosis familiar y/o la
policitemia, al conllevar a un deterioro en la funciéon adecuada de EPAS1. Sosteniendo esto, Zhao &
col. (en su estudio realizado en la poblacidn tibetana), encontraron que rs75984373 ademas de otras
SNVs en este gen embotan la respuesta eritropoyética durante la hipoxemia, pues EPASI es el
principal regulador de la EPO bajo estas condiciones. Este mecanismo adquirido por los habitantes
del Tibet, es de gran ayuda ya que, al habitar en un ambiente con poco oxigeno, les brinda acceso a
una mejor calidad de vida en este entorno. No obstante, dicho impacto no es igual de fructuoso para
individuos en otras circunstancias, donde alteraciones en este factor de transcripcion ocasionan que
no ejecute su propdsito adecuadamente, impidiendo o alterando su papel en mecanismos como la
diferenciacidn, angiogénesis, vasoconstriccion y/o remodelacion de vasos sanguineos (Dinardo et al.,

2013, Peng et al,, 2017).

En el estudio realizado por del equipo de Peng (2017), la respuesta hipoxica de Epas1 fue evaluada
en diferentes tejidos de ratones Knockout dénde observaron que la regulaciéon de la enzima
convertidora de angiotensina I (ACE, por sus siglas en inglés), se redujo significativamente en los
pulmones y el corazén en los ratones heterocigotos (£pasi(+/-)), manifestando menor hipertrofia y
menor presion arterial pulmonar. Esta enzima es un regulador clave de la tension arterial, genera el

péptido vasoconstrictor angiotensina Il que, a su vez, induce la produccién y migraciéon de las CML,
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ademas impele la adhesion de monocitos y neutréfilos a las células endoteliales, que son mecanismos

importantes para el cierre del CA (Hung et al,, 2018)

Normoxia Hipoxia

. Via de sefalizacion PPAR
(PPAR-a/B/y)

. Via de senalizacion VEGF (VEGF,
ANGPT1/2)

. Sistema Renina-Angiotensina
(ACE)

. Eritropoyesis (EPO)

. Vascularizacion (NOS1/2)

Complejo ubiquitin ligasa E3
(VHL, Elongin B/C, CUL2) B

|

HIF-B . 2 ;
(ARNT, ARNTL) : /

~ Via mTOR

Figura 33. Version simplificada de la via HIF en una célula, con un enfoque en aspectos especificos

(inhibidores, factores de transcripcion HIF y genes blanco posteriores).

En un nivel normal de O; los HIFs son degradados por ubiquitinacion. Durante la hipoxia la
ubiquitinacion de los HIFs se interrumpe y estos activan los HREs, modificado de Graham et al., 2019.

Algo similar ocurrié con el VEGF, al encontrar una baja expresién en los pulmones y corazén; este

factor es blanco de £PAS1,y juega un papel importante en la angiogénesis (Peng et al., 2017).

Muchos de estos genes blanco incrementan el transporte de O a tejidos hip6xicos por medio de la

maduracién de eritrocitos y control de la actividad transcripcional durante la angiogénesis (Figura

33) (Graham et al,, 2019).
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Por otra parte, la SNV rs7598371 ha sido asociada a la hipertensiéon pulmonar a gran altitud; en esta
afeccion se lleva a cabo la remodelacién vascular y vasoconstriccién de los vasos pulmonares, estos
mecanismos inducidos por la respuesta a niveles bajos de O, se ven alterados como consecuencia de

cambios en £FPASI (Yuetal, 2016; Grimminger etal, 2017; Youngetal,, 2019).

El andlisis del gen EPAST realizado en 2 familias con integrantes diagnosticados con PCA, permitié la
identificacion de algunos polimorfismos previamente descritos y asociados a determinados fenotipos,

asf como el hallazgo de variantes que atin no han sido descritas.
VIII.1. Variantes no sinonimas

Las variantes encontradas implican un cambio de aminodacido Gly por Ala y viceversa. La Glicina es un
aminodacido polar neutro, y es el mas sencillo al tener como radical “R” un hidrégeno (H), este maneja
un P.I. de 5.97 a pH neutro, ademds posee una alta solubilidad (249.9 g/L); mientras la Ala
considerado el aminodcido menos no polar, siendo su radical el grupo CH3 por lo que se considera

alifatico, cuenta con un P.I. de 6.01 y una solubilidad de 167.2 g/L (Damodaran et. al, 2019).

Como se observa en la tabla 12, el analisis in silicorealizado muestra que la sustitucion en la posicion
823 de Ala por una Gly, provoca una alteracién posiblemente daiiina, al ocurrir en un sitio conservado
evolutivamente (Figura 30); al contrario del cambio de Gly por Ala en la posicién 730, que se muestra
menos conservado (Figura 31). Ambas variantes encontradas manifiestan una sustituciéon que incluye
estos aminodcidos, al ser muy similares gracias a las caracteristicas que les brindan sus respectivos

grupo R, no provocarian tedéricamente, un cambio significativo en la funcion de la proteina.

Cabe sefialar que, aunque ambas alteraciones no se encuentran en un dominio especifico de la
proteina (Figura 32), l1a variante en la posicién 823, se ubica muy cerca del sitio de transactivacion C-
terminal (CTAD, por sus siglas en inglés), que se encuentra en toda la familia HIFs, y que manifiesta
un alto grado de conservacién en organismos tanto procariontes como eucariontes; este sitio CTAD,
es hidroxilado en condiciones de normoxia al promover la interaccion con el coactivador p300-CBP e

inducir la transcripciéon (OMIM, URL13).

VIII.2. Variantes sinénimas

Las variantes sindnimas son reportadas como alteraciones en la secuencia de ADN que no generan un
impacto directo en la secuencia de a.a. de la proteina. Con el tiempo se ha propuesto y verificado que

estos cambios en codones sinénimos, pueden llegar a provocar una alteracién biolégica importante,
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al afectar puntos importantes en el empalme, perturbar la estabilidad de ARNm ya sea modificando
la eficiencia y velocidad de la traduccién, asi como la precisién de su plegamiento y alterando la
conformacion de proteinas. Mas de 50 padecimientos humanos han sido asociados con Variantes

sinénimas (Burh et al,, 2016; Hunt et al.,, 2014; Eilbeck et al.,, 2017).

Se realiz6 un andlisis in sillico para verificar si las variantes encontradas afectaban el proceso de
“corte y empalme” o Splicing, que consiste en remover los intrones y unir las secuencias exdénicas
flanqueantes del pre-ARNm, para producir ARNm maduro. Este complicado proceso bioquimico
requiere de una complejo riboproteico conocido como spliceosoma, que cataliza reacciones de
transesterificacion, al reconocer elementos que actian en cis. El grado de similitud para cada uno de
estos elementos en un pre-ARNm, aunado a su posicion, determinan su impacto en el splicing, pues,
mientras mas semejantes sean al consenso reportado y mejor posicionados se encuentren, seran mas
facilmente reconocidos por la maquinaria de empalme (Martinez et al.,, 2015; Lee et al.,, 2015). Se
encontré que 6 de las variantes sinénimas presentes, estaban ubicadas en sitios relacionados con el

proceso de empalme.

SF
 NiSE— !

pre-ARNm

Exclusion del exén

Figura 34. Regulacion por factores de splicing de unién al ARN.

La union de factores de splicing (SF) especificos a potenciadores intrdnicos o exdnicos (ISE y ESE,
respectivamente), promueve la inclusién del exdn, mientras que la unién de dados factores de
splicing (SF) a silenciadores de empalme intrénicos o exdnicos (ISS y ESS, respectivamente) inhibe
el empalme del exén. Modificado de Gallego et al., 2017.
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Existen secuencias relativamente cortas y conservadas, necesarias para definir un el proceso de
splicing, las cuales pueden estimular o inhibir el reconocimiento de sitios de splicing débiles, mejor
conocidas como potenciadores y silenciadores (SE y SS respectivamente, por sus siglas en inglés)

(Figura 34) (Bali etal., 2015; Hunt et al., 2014; Gallego et al., 2017).

Se detecté que los SNPs c.86+35T>A, ¢.1035-52G>A, ¢.1035-25T>A, rs7598371 representaban
alteraciones en los sitios ESE y ESS intrénicos que, a su vez no refieren un impacto en el splicing,
mientras que la variante rs1884760160 si genera una perturbacion en el splicing al alterar un sitio
ESS exénico. Las variantes que se encuentran en estos sitios tienen el potencial de provocar el
desequilibrio de algunas isoformas de ARNm funcional, aumentando o disminuyendo los niveles
necesarios para la célula en cuestidén y, por otro lado, pueden activar otros sitios de splicing vecinos
generando mensajeros aberrantes, los cuales producirdn a su vez proteinas no funcionales (Hunt et

al, 2014, Martinez et al., 2015).
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Figura 35. Branching.

En la secuencia de ramificacidn, el grupo OH" especifico de adenina lleva a cabo un ataque
nucleofilico (SN2) sobre el enlace fosfodiéster del sitio de empalme 5’ (o sitio donador) del exén
que lo antecede, con el fin de liberarlo y formar un intermediario constituido por el intrén que los
unia en forma de lazo o lariat conectado al exdn siguiente, para que posteriormente el exdn libre
se ligue con el sito de empalme 3’ (sitio aceptor) del exdn perteneciente al intermediario por
medio otra reaccién SN2 y asi liberar la secuencia intrénica para posteriormente ser degradado.
Modificado de Lee et al., 2015.
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Los SNPs ¢.1035-52G>A y ¢.1035-25T>A ademas, repercuten en la secuencia de ramificacion o
Branchpoint (Figura 35). Esta es una secuencia intrénica que antecede el inicio del ex6n, ademas se
encuentra flanqueada por una region rica en residuos de pirimidina; este branchpoint contiene una
secuencia conservada, importante para el reconocimiento del spliceosoma y, a su vez la formacién de
intrones lariat o lazo, con una secuencia consenso que difiere ligeramente entre especies. Las
mutaciones reportadas en la secuencia de ramificacién, especialmente en la adenina puede provocar
un splicing inadecuado, resultando en desordenes genéticos (Chiang et al., 2017; Martinez etal., 2015;

Leeetal, 2015).

Por otra parte, la variante rs7557402 de acuerdo al andlisis realizado con HSF, provoca una alteracién
potencial, ya que representa la ruptura del sitio aceptor (o 3") (Figura 35), lo que sugiere que la
sustitucion de C por G localizada en el intrén corriente abajo del exén 9, causaria, una falla en la
ligacidn entre el exén 8 y el exén 9 de EPASI repercutiendo en la secuencia del ARNm, y por lo tanto

del producto proteico final.

VIII.3. Variantes de significado incierto

Dentro de las variantes sin sentido, se encontré que 5 de estas se encuentran en un fragmento de 10
pb del intrén corriente abajo del ex6n 3, a menos de unas 20pb de la zona codificante. La region
ACCCCCCCCC (63732 - 63742pb) se superpone parcialmente al sitio aceptor de splicing del Ex. 3
(Figura 27). En este fragmento de la secuencia, se encontr6 una insercion de T entre las posiciones
63741y 63742, 1o que podria significar que no se lleva a cabo correctamente el empalme, alterando
la ligacién del exdn 2 con el 3; este ex6n codifica para el dominio PAS1, que de acuerdo al sitio web
Interpro (URL14), esta involucrado en la heterodimerizacién con proteinas de la misma familia, por

lo que significaria que se ve afectada la funcién de la proteina (Wu, 2016).

La sustitucion de C>T en la posicion 89554 fue evaluada para comparar los cambios que provoca en
la estructura secundaria del ARNm, encontrando que el niimero de posibles plegamientos aumenta,
y la energia necesaria para que esto se lleve a cabo disminuye, por lo que esta conformacion se ve
favorecida, lo que podria alterar el proceso de transcripcion, ya que los cambios en este tipo de
estructura pueden alterar la unién de componentes ribonucleicos en algin paso de la vida de un
ARNm e influenciar la expresion génica. Los mecanismos por los cuales la estructura secundaria del

ARNm regula la expresion génica comprende practicamente cada paso del proceso de expresion de
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genes, incluidas la transcripcion, splicing, traduccion y degradacién, asi como en la estabilidad de la

misma molécula (Bali et al., 2015).

VIII.4. Relacién Genotipo — Fenotipo

Alo largo del andlisis de la PCA, se ha clasificado como PCA no sindrémica o PCA1, PCA2 (asociada
con el sindrome de Chaar y el gen TFAP2b) y la PCA3 (vinculada con el gen PRDM6); El hallazgo de

las variantes en EPAST en dos familias diferentes afectadas por PCA no sindrémica, muestra que:

En ambas familias, se encontr6 una variante en un sitio exénico altamente conservado, provocaria la
pérdida de funcion del alelo dafiado, siendo que la expresion del alelo normal no sea suficiente para
cubrir la demanda de esta proteina como factor de transcripcién durante el proceso de cierre del CA,
por lo que podria hablarse de haploinsuficiencia (Jackson et al,, 2018). Esta SNV no se encuentra
presente en todos los individuos afectados por PCA por lo que no se puede afirmar que esta sea la
causa de dicha afeccion. Sin embargo, cabe recordar que la PCA al tener diferentes grados de impacto,
podria relacionarse siempre y cuando en los individuos que tuvieran la variante presentaran una PCA

con un grado mayor de complejidad que en los que no fue encontrada.

VIII.4.1. Familia I

El anélisis del gen EPAST realizado a los 5 integrantes de esta familia, de los cuales 4 (I-1, II-1, II-2,
[1-3) refirieron PCA, donde al tratarse de una enfermedad autosémica dominante se estima que al
menos el 50% de los descendientes se encontrarian afectados (Jakson et al., 2015) (Figura 36),
permitié la identificacion de algunas variantes que se presentaron principalmente en los miembros

que padecen o padecieron dicha enfermedad.

En esta familia, se logré detectar un total de 10 variantes, de las cuales los sujetos afectados por PCA

presentaron una media de 8, sin embargo, no todos manifestaron las mismas variantes (Tabla 10).

Considerando que no todos los polimorfismos encontrados provocan un dafio significativo en la
expresion o regulacion génica, y que, ademas los individuos no presentan el mismo patrén de SNVs,
se debe tener presente que la PCA es una enfermedad que resulta de la compleja interaccion de
multiples genes, asi como de factores ambientales, por lo que es complicado determinar los cambios

genéticos causales de la afeccion.
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Figura 36. Diagrama de pedigri de la Familia L.

No obstante, el impacto de una SNV en un gen puede ser pequefio, pero en presencia de otras
variantes en localizadas en otros genes y en un contexto ambiental particular, puede incrementar el

riesgo de padecer una enfermedad (Jackson et al., 2018).

VIII.4.2. Familia II

De acuerdo a la Tabla 10 se puede observar que, aunque la generacion filial I no refleja el fenotipo, el
padre (I-1) notific6 tener un hermano afectado por PCA. Por otro lado, no hay informes sobre la madre
(I-2) que determinen haber tenido parentesco con personas que presenten la enfermedad, pero se
sospecha que pudiera haber antecedentes familiares de dénde se presenten alteraciones del gen
EPAS1 sin que estuviera informada al respecto, ya que se encontré un nimero mayor de variantes en

ella, que en el padre.

Alolargo delabuisqueda de las variantes en esta familia (Tabla 10), fueron ubicadas 12 variantes. Sin
embargo, la relaciéon entre estas y el fenotipo de los miembros resulta opaca, ya que algunos
individuos afectados por la enfermedad de interés, son portadores de menos anomalias que los no

afectados, siendo el caso de 1I-8 y el caso contrario el II-5.
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Como se muestra en el pedigri (Figura 37), el tipo de herencia en esta familia refleja una transmision
autosOmica recesiva, contrario a lo reportado por la literatura. Sin embargo, en el 2002, el equipo de
Mani, planteo la posibilidad alternativa dénde se pueda atribuir a loci individuales con un efecto
significativo, pero con una penetrancia reducida de tal manera que dentro de una familia determinada
casi todos los sujetos albergarian mutaciones en el mismo locus de la enfermedad, pero solo una
fraccion de los individuos que heredan el alelo de riesgo desarrollaran el padecimiento; lo que podria
de cierta forma justificar que los individuos con PCA no sean en la mayoria de los casos los que
presenten un mayor numero de anomalias. Sin embargo, no hay que perder de vista que los resultados
del estudio de Mani realizado en el norte de Iran, basados en el loci 12q24, sugieren que la PCA de
herencia autosémica recesiva con penetrancia reducida es mas comun en la descendencia de uniones

consanguineas.
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N ombre/mujer afectado fa

Figura 37. Diagrama de pedigri de la Familia II.

De igual forma que en el caso de la Familia I, se debe considerar que la expresion y regulacion de
ciertos polimorfismos es el reflejo de la determinacién multifactorial con contribuciones de multiples
genes o factores ambientales. Ademas, existe la posibilidad de que la compleja interaccién de estos
elementos juegue un papel, donde el resultado sea una afeccion que, aunque carezca de

manifestaciones clinicas, se encuentre presente, como lo puede ser el CA silente, para este caso.
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IX. CONCLUSIONES

Con base en los resultados del estudio realizado al gen £PAS/ se puede concluir que:

» La variante sin sentido rs765994211 es considerada posiblemente maligna al localizarse cerca de

un sitio muy conservado evolutivamente.

» Los SNPs rs184760160, rs7557402, c.1035-52G>A y ¢.1035-25T>A, alteran los procesos de
empalme y ramificacién, asi como un sitio aceptor de splicing, por lo que podrian perjudicar

aspectos o caracteristicas importantes del ARNm.

» Enlaregion ACCCCCCCCC (63732 - 63742pb) que corresponde al sitio aceptor de splicing del
exén 3, se encontraron 4 sustituciones y una insercién, lo que probablemente produzca una

alteracion en la funcién de la proteina, al impedir una correcta ligacién exénica.

» De acuerdo al andlisis in siflico, la sustituciéon ¢.2173-20T>C provoca posibles alteraciones en la

estructura secundaria del ARNm.

» Aunque los polimorfismos rs184760160, rs7557402, rs75984373 y rs202210836, resultan
benéficos para la eritrocitemia familiar, pues embota la funcion de EPASI que es el gen
responsable, afectan mecanismos en los que es esencial la participaciéon de dicho gen como:

proliferacién, diferenciacién, angiogénesis y vasoconstriccion.

» Las variantes encontradas, al igual que otras reportadas en la literatura, podrian truncar la funcién
de EPAST, afectando posiblemente su papel como factor de transcripcién involucrado en diversos

mecanismos, que a su vez resultan imprescindibles para el correcto cierre del conducto arterioso.

» De un total de catorce variantes detectadas, ocho tienen presencia en ambas familias y aunque
no se puede afirmar que alguna de estas sea determinante para truncar el cierre del CA, permite
pensar que existe una relacion entre la PCA no sindrémica y £PAS 1, considerando la complejidad

que existe en cualquier cardiopatia congénita.
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XII. 1. Anexo 1. Cebadores utilizados para secuenciacion de EPASI.

XI1. ANEXOS

Exén Sentido Secuencia Tm Teérica (°C)

1 Forward 5'-GACGGAGTTTTTAAAGTGGGCTG-3' 678
Reverse 5'-AGCACTCTTCTCCCAACCACTCT-3'

> Forward 5'- TAACCTTTCCGGGACTAACCC-3' 622
Reverse 5'-GGTCCCCTGCATATAGGAACAT-3'

3 Forward 5'-CAGATGGTTGGCAGTATGCG-3' 644
Reverse 5'-GGCATTTGCAGGGAGAGGTC-3'

4 Forward 5'-CCACAGGTGCTAAGAGAGCA-3' 678
Reverse 5'-CTGATGTTGCCCTACCTTCCA-3'
Forward 5'-GTGTTGATGGCAGACCACAG-3'

> Reverse 5'-GGTCAGACATGGAGCCGAGA-3' 663
Forward 5'-GTCCCAGGTGTAGGGTAACG

6 Reverse 5'-CACACACACAGGTAAGACCCA-3' 622
Forward 5'-GGAACAACAGGGGTTTGGT-C'

7 Reverse 5'-CCACTCAAGGCCACATACCA-3' 644
Forward 5'-CATGCGATCTGCTGAGCCT-3'

8 Reverse 5'-CCCCACATACCCTGCACCAA-3' 678
Forward 5'-AACAGGATCCGAAACAGACATACA-3'

9 Reverse 5'-ATAGTAAGAACTCTTCCCAGCCCC-3' o4
Forward 5'-CTTAGGGCCTTCTCTGCGGTTTTT-3'

10 Reverse 5'-ACTCTAGGGGGCTCTGTGATAACC-3' >3
Forward 5'-ACTCTGTCCCCCTCCTTCCTGGC-3'

11 Reverse 5'-GGCCAAACGTCTCCACTGCTCTTT-3' 663
Forward 5'-TGTCTCCCCTCAGACGGATTTCAA-3'

12 Reverse 5'-TACTAGTGGGTGCCTCTCGGTTCG-3' 044
Forward 5'-GCCTTTTGGGTCTTTGAGTCATCA-3'

13 Reverse 5'-CCACATCCCCACCCCTCTCAGCA-3' 622
Forward 5'-GCCAGCAAGTGCCAGCCCTGTTC-3'

14 Reverse 5'-CTCCCGAGCCCCAGTCCTTCCA-3' 063
Forward 5'-AAGGTTGGCTGTAGTTCTGGTGAC-3'

15 Reverse 5'-ACTGTGCAGACGCTGGAAAAAAA-3' >4

16 Forward 5'-TATCCCCCAGTCACAAAGAAGTAG-3' 53 1
Reverse 5'-CAAAATTTAAGAACATTTCAGAACA-3'
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XII. 2. Anexo 2. Estudio con RNAfold.

Resultados del andlisis /n silico de los posibles plegamientos del exén 14 de una secuencia
consenso.

Plegamiento 1 Plegamiento 2 Plegamiento 3 Plegamiento 4

Plegomiento 5 |
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Resultados del andlisis /n sillico de los posibles plegamientos del exén. 14 de la secuencia
alterada.

-0 10 ey g0 A 118 e 452 sty 10 A 14 10 2 14 s

Plegamiento 1 Plegamiento 2

5.0 sty 01 A 114 s

Plegarhien’co 3 Plegamiento 4

a0 - 4 - B A 714 0 sty 00 114 s

Plegamiento 5 Plegamiento 6 Plegamiento 7 Plegamiento 8

25 0 sty 0 A 14 30y 2950 A 4 s

Plegamiento 9 Plegamiento 10
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