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Identificacion de microdeleciones y microduplicaciones en el locus 22g11.2 en
pacientes con cardiopatia congénita conotruncal mediante gPCR

Antecedentes: Los sindromes de microduplicacion y microdelecion del locus 22q11.2
son la causa mas frecuente de cardiopatia congénita de origen genético en humanos,
con una incidencia de 1:1800 a 1:4000 recién nacidos vivos (RNV), dentro del espectro
se considera al sindrome de DiGeorge como el fenotipo severo y al sindrome
velocardiofacial como el fenotipo leve y ambos presentan cardiopatia congénita
conotruncal.

Objetivo General: Identificar microdeleciones o microduplicaciones en el locus 22911.2
en pacientes con cardiopatia congénita conotruncal mediante gPCR.

Material y Métodos: Se realizé un estudio transversal, de tipo descriptivo, observacional,
retrospectivo, ambilectivo, mediante el cual se estudi6 la microdelecion o
microduplicaciéon del locus 22q11.2 en pacientes pediatricos atendidos en la UMAE
Yucatan del IMSS con cardiopatia congénita conotruncal mediante la amplificacién del
gen TBX1 por Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR), con el
consentimiento firmado de su tutor. De 0.5 ml de muestra sanguinea mediante puncion
venosa periférica o capilar en un tubo con acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
posteriormente se realizé le extraccion del DNA 'y se amplifico el locus 22q11.2 mediante
la técnica de qPCR. Los oligonucleétidos usados fueron estandarizados mediante la
tecnologia TagMan para el gen TBX17 y un gen de referencia (RNAsa P), mediante el
método 24%; se calculd la dosis génica estimada para cada muestra, tomando un umbral
de <0.7 para microdelecion heterocigota y 1.5 para microduplicacion.

Resultados: Se analizé el DNA de 24 pacientes con diagnéstico de cardiopatia
congénita conotruncal La tetralogia de Fallot es el diagndstico mas frecuente (67%). Dos
pacientes presentaron microdelecion de la region 22q11.2 (224¢;<0.7), los diagnédsticos
encontrados en ellos fueron transposicién de los grandes vasos y atresia pulmonar,
ademas de dismorfias caracteristicas propias del sindrome 22g11.2.

Conclusiones: En esta muestra de pacientes con cardiopatia congénita conotruncal, la
frecuencia de la microdelecién 22g11.2 es del 8.33%, la cual es semejante a las
frecuencias reportadas en otras regiones del mundo. La microdelecion es mas
frecuentemente encontrada en cardiopatias conotruncales consideradas graves. No se
encontraron pacientes con microduplicacion.



Marco teodrico

Generalidades de las cardiopatias congénitas

Las cardiopatias congénitas se definen como los defectos en la embriogénesis del
corazon y sus tractos de salida. La prevalencia de las cardiopatias congénitas en México
se encuentra definida dentro del rubro del CIE 10 como “Enfermedades congénitas del
sistema circulatorio” cuya prevalencia hasta el 2013 era de 2.0 casos por cada 10,000
RNV con una proporciéon de 1 muerte fetal por cada 6 recién nacidos vivos.(1) Con
respecto a la incidencia de cardiopatias conotruncales, se reporta para tetralogia de
Fallot 0.03 x 10,000 recién nacidos vivos (RNV). (2) Yucatan tiene una de las
prevalencias de malformaciones congénitas mas altas del pais, reportando 102.8
defectos de nacimiento por cada 10,000 nacimientos.(1) Sin embargo, se desconoce la

prevalencia y la etiologia exacta de cardiopatias congénitas en Yucatan.

Se estima que del 3.3 al 16% de los pacientes con cardiopatias congénitas fallecen
durante la infancia, y que mas del 90% de los nifios con cardiopatia congénita sobreviven
hasta la edad adulta. (3) Al grado, que se calcula que existen 21 millones de personas

viviendo con cardiopatia congénita en el mundo. (4)

Embriologia normal del corazén

La formacion del corazén embrionario comienza desde la etapa de blastocisto con la
migracion de células del epiblasto a través de la linea primitiva, las cuales conforman el
mesodermo esplacnico anterior y migraran de manera craneal hasta el campo
cardiogeno. En la tercera semana de gestacion (SDG) se fusionan los dos tubos de
células mesenquimales por debajo del intestino medio, lo cual da lugar al infundibulo

arterial y venoso. (Figura 1)
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Figura 1. Representacién esquematica de (a) formacién de los campos cardidbgenos derivados del
mesénquima esplacnico anterior. (b) Después de la fusidn se aprecian el polo arterial (AP) y polo venoso
(VP).

El primer latido cardiaco se presenta al dia 22 de gestacién, en un estadio unitubular, el
cual no asemeja aun la anatomia normal del corazon. Durante los dias siguientes se

presentan tres movimientos que definiran la estructura del corazén (Figura 2):

1. Movimiento inferoanterior del infundibulo de salida (arterial)
2. Movimiento hacia la izquierda de los ventriculos.

3. Movimiento cefaloposterior de las auriculas.

R

VAR £

V
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Figura 2. Esquema del tubo cardiaco al finalizar los movimientos de haza y previo a la cavitacion, siguiendo
el flujo sanguineo de venoso a arterial: Seno venoso (SV), anillo sinoatrial (SAR), atrio primitivo (PA), anillo
atrioventricular (AVR), ventriculo izquierdo primitivo (PLV), anillo ventriculoarterial (VAR), saco adrtico
(AS).
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Formacion de las cavidades cardiacas

La formacién de los septos cardiacos se divide en tres estructuras; los atrios, los
ventriculos y el tracto de salida. Los atrios reciben irrigacion de la vena cava inferior, el
seno coronario y la vena pulmonar, que en un principio todas desembocan del lado del
ventriculo derecho. Las valvulas de los senos venosos forman el septum spurium, el cual
degenera posteriormente. A la par, se forma el septum primum, que es una primera
division entre atrio izquierdo y atrio derecho. El septum primum y el cojinete endocardico
forman el foramen primum, el cual es un cortocircuito fisiolégico de derecha a izquierda
en el corazon embrionario. Al fusionarse el septum primum con el cojinete endocardico,
desaparece el foramen primum, pero el cortocircuito se mantiene debido a que se formé
otra comunicacion en el septo por apoptosis, el foramen secundum. Justo a un lado, en
el atrio derecho se forma el septum secundum, el cual tiene en su estructura el foramen
oval. La sangre embrionaria debe pasar del atrio derecho a través del foramen oval y el

foramen secundum hacia el atrio izquierdo. (5)

La formacion de los ventriculos esta determinada por el crecimiento de un apice muscular
desde la punta ventricular hacia arriba, dividiendo en anillo atrioventricular en dos; la

valvula mitral y tricuspide.

En la division del tracto de salida arterial, el tronco arterioso debe dividirse en aorta y
arteria pulmonar, ademas de quedar orientadas, cada una en sus respectivos ventriculos.
Esta separacion esta dirigida por células de la cresta neural de los arcos faringeos, las
cuales liberan TGF-B2 y orientan al tracto de salida ventricular. Un gen que participa de
esta parte de la diferenciacion cardiaca es TBX1, el cual se encuentra dentro de la regién

22q11.2 y al tener una baja expresion provoca cardiopatias conotruncales. (5, 6)
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Productos de los arcos branquiales

El aparato faringeo, es un sistema especifico de vertebrados que desarrolla una serie de
prominencias en la cara lateral de la cabeza del embridn, estas estructuras estan
conformadas por arcos, hendiduras y sacos faringeos. Todas las capas embrionarias
contribuyen en el aparato faringeo: ectodermo, mesodermo, endodermo y cresta neural.
Los 4 arcos faringeos tienen productos esqueléticos y éseos principalmente, de los
cuales destacan los musculos de la masticacion y los huesos del oido interno (I arco);
musculos de la expresion facial y huesos del cuello (Il arco). Los principales productos

de los sacos faringeos son el timo (lll saco) y las glandulas paratiroides (lll y IV sacos).

(7)

El sindrome 22q11.2 reune malformaciones cardiovasculares con defectos de los arcos
faringeos. Se desconoce la razén exacta del por qué existe esta relacion, pero la
alteracion de la dosis génica (delecion o duplicacion) del gen TBX17 en ratones produce

cardiopatias conotruncales (tronco arterioso persistente). (8, 9)

Tipos de cardiopatias congénitas: conotruncales

Las cardiopatias congénitas conotruncales se originan de defectos en la separacion del
bulbus cordis o tronco arterioso, originando malformaciones como tetralogia de Fallot (10
— 15%), transposicidon de los grandes vasos sin ventriculo unico (5-7%), tronco arterioso
(30 — 50%), atresia pulmonar (30 — 45%), doble tracto de salida del ventriculo derecho
(<1.5%), arco adrtico interrumpido tipo B (50 — 80%). (10)

Las cardiopatias congénitas conotruncales estan relacionadas con el sindrome 22911.2
y estan ligadas a su mortalidad (11, 12). Aproximadamente, el 25% de las cardiopatias
congeénitas en la consulta de cardiopediatria son conotruncales y se desconoce el
genotipo de los pacientes. En la Tabla 1 se enumeran las cardiopatias congénitas

relacionadas y su frecuencia con 22q11.2. (13)
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Tabla 1. Anomalias cardiovasculares asociadas a 22g11.2

Anomalias cardiovasculares asociadas a 22q11.2

arterias pulmonares.

Nombre del Defecto Caracteristicas Defectos asociados Frecuencia
Tetralogia de Fallot. - Defecto de Hipoplasia / ausencia | 10 — 15%
septo del septum
ventricular. infundibular.
- Cabalgamiento Ausencia de valvula
de la aorta. pulmonar.
- Estenosis Atresia / hipoplasia de
pulmonar. arterias pulmonares.
- Hipertrofia de Arterias  pulmonares
ventriculo cruzadas.
derecho. Arco aortico
derecho/cervical
con/sin arteria
subclavia izquierda
aberrante.
Arteria subclavia
derecha aberrante.
Transposicion de los - La aorta se Defecto de septo |5-7%
grandes vasos sin origina del ventricular.
ventriculo Unico. ventriculo Anormalidades
derecho. coronarias.
- La arteria Obstruccion del tracto
pulmonar se de salida izquierdo.
origina del Persistencia del
ventriculo conducto arterioso.
izquierdo.
Tronco arterioso. - Falta de Displasia severa de | 30 —50%
separacion de la valvulas truncales.
aorta y arteria Atresia de arterias
pulmonar. pulmonares.
Arterias  pulmonares
cruzadas.
Doble arco adrtico.
Arco aortico
derecho/cervical
con/sin arteria
subclavia izquierda
aberrante.
Arco aortico
interrumpido tipo B.
Doble tracto de salida - Aorta y arteria Defecto de  septo | <1.5%
del ventriculo pulmonar ventricular.
derecho. emergen del
ventriculo
derecho.
Atresia pulmonar + - Fusion de la Colaterales aorta- | 30 — 45%
defecto septal valvula pulmonares mayores.
ventricular pulmonar. Atresia / Hipoplasia de

14



Defecto de Ductus arteriosus

septo ausente.

ventricular. Arco aortico
derecho/cervical
con/sin arteria
subclavia izquierda
aberrante.
Arteria subclavia

derecha aberrante.

Arco aortico

Separacion del

Defecto de  septo

interrumpido tipo B arco aortico ventricular subarterial
entre la arteria con hipoplasia del
carétida y septo infundibilar.
subclavia Arteria subclavia
izquierda. derecha aberrante.

Tronco arterioso.
Arterias  pulmonares
cruzadas.

50 - 80%

Defecto de septo

Falta de fusion

Arco aortico cervical

ventricular del septo Arco aortico
ventricular. derecho/cervical
Comunicacién con/sin arteria
entre ventriculo subclavia izquierda
derecho e aberrante.
izquierdo. Arteria subclavia

5%

derecha aberrante.

Genética de las cardiopatias congénitas

Existen multiples sindromes genéticos que se asocian a cardiopatias congénitas y su
abordaje es todo un reto diagndstico, al igual que su asesoramiento genético. Enumerar
todas y cada una de las causas genéticas de cardiopatias congénitas esta fuera del
proposito de este marco tedrico, pero existen mas de 4,400 enfermedades genéticas

ligadas a defectos cardiovasculares congénitos, segun la base de datos OMIM.(14)

El abordaje de las cardiopatias congénitas se divide en sindromicas, las cuales estan
asociadas a otros defectos morfogénicos y no sindrémicas, las cuales son
malformaciones aisladas. Es importante remarcar que la deleciéon o duplicacién de la
region 22q11.2 y la variacion de la dosis génica de TBX71 son de las causas de

cardiopatia congénita mas frecuente en humanos, después del sindrome de Down. (15)

15



Factores epigenéticos en el desarrollo embriolégico del corazén

Estudios recientes han demostrado que en el desarrollo del corazon también influye la
epigenética, especificamente la regulacion de la remodelacién de la cromatina
dependiente de ATP, modificacion covalente de histonas y metilacion de DNA. Un
ejemplo muy importante es el Sindrome CHARGE que presenta anormalidades
cardiovasculares como tetralogia de Fallot, es causado por la haploinsuficiencia de
CHD?7, una helicasa de DNA. (16)

Las cardiopatias conotruncales en el sindrome 22q11.2 y su impacto a nivel

mundial.

El espectro 22911.2 se debe a la delecion intersticial del brazo largo del cromosoma 22,
region 1, banda 1, sub-banda 2. Dicha region cuenta con >3 Mega bases y se han
identificado 62 genes. Se puede resaltar al gen TBX1 el cual codifica para la proteina T-
box 1 que esta descrito como un factor de transcripcidn expresado exclusivamente en
las bolsas faringeas. Su funcion principal es la polarizacion celular y su insuficiencia
completa en modelos murinos genera un cuadro fenotipico idéntico al sindrome de
DiGeorge. Ademas, funciona como factor de transcripcion de genes que se expresan en

el desarrollo. (15)

El espectro 22q11.2 se presenta como casos de novo en un 75 — 94%, siendo muy pocos

casos los que presentan herencia.

Se desconoce la prevalencia exacta del sindrome 22g11.2 en México, sin embargo,
existen referencias que lo consideran el sindrome gendmico mas frecuente, llegando a
tener incidencias de 1:3,000 a 1:6,000 RNV (17) y se cuenta como la segunda causa de
cardiopatia congénita (CC) de origen genético después del Sindrome de Down. A nivel
mundial existen multiples estudios que demuestran que la prevalencia puede llegar hasta
el 25% de los pacientes con cardiopatias congénitas conotruncales (18). También hay

estudios mas conservadores y minuciosos como el realizado en Francia (19) el cual

16



demostré una incidencia poblacional de 5.6 — 14:100,000 RNV. En la Tabla 2 se

muestran los estudios demograficos mundiales encontrados en la bibliografia.

Tabla 2: Estudios de prevalencia e incidencia realizados a nivel mundial sobre la frecuencia de
cardiopatias congénitas en el sindrome 22g11.2

Pais (Centro Diagndstico) Frecuencia de 22q11.2 en Referencia

pacientes con cardiopatia

troncoconal.
Brazil 25% Nogueira Sl et al. 2009 (18)
EUA 10% (en tetralogia de Fallot) Lammer EJ, et al. 2009 (20)
EUA 35.3% (prenatal) Belluco FT, et al. 2010 (21)
Polonia 20% Wozniak A, et al. 2010 (22)
Dinamarca 1.9% Agergaard P, et al. 2011 (23)
India 6% Anilkumar A, et al. 2011 (24)
China 6.13% Xu YJ, et al. 2011 (25)
EUA 5% Baker K, et al. 2012 (26)
EUA 13% Peyvandi S, et al. 2013 (27)
Francia (Nacional) 5.6 —14:100,000 RNV Poirsier C, et al. 2016 (19)

La regién 22q11.2

La regidn 22q11.2 esta involucrada en rearreglos cromosémicos que alteran la dosis
geénica, resultando en desordenes gendmicos que se caracterizan por discapacidad
intelectual y/o malformaciones congénitas. Son tres los fenotipos que se han identificado
por este desorden gendmico: Sindrome Cat-Eye, Sindrome der(22) y sindrome
velocardiofacial/DiGeorge, dependiendo de las regiones involucradas puede haber un

fenotipo clasico o un solapamiento entre las caracteristicas clinicas de ellos.

La delecion de entre 0.7 y 3 MB se produce por el mecanismo de recombinacion
homologa no alélica entre secuencias palindromicas ricas en AT dentro de la region
22q11.2, que son repetidos en bajo numero de copias (LCR). (15). Estas LCR estan en
4 grupos dentro de la region y estan relacionadas con los puntos de “corte” mas

frecuentes en 22q11.2.
La delecion mas frecuente se da entre las regiones LCR22A y LCR22D (86%), los

rearreglos menos frecuentes son LCR22A y LCR22B (5%), LCR22B y LCR22D (4%),
LCR22A y LCR22C (2%), LCR22C y LCR22D (1%). (15)
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En la regidn 22q11.2 se han identificado hasta la fecha 62 genes, de los cuales 45
codifican para proteinas, 7 genes para miRNA y 10 genes no codificantes (Figura 3). El
gen que mas se ha estudiado en la region es TBX1, el cual codifica para un factor de
transcripcion T-box y cuya alteracion en la dosis génica provoca cardiopatias congénitas.

(9) En la Tabla 3 se muestran los genes mas importantes y su funcién.

Tel

Cen
: 8 5 :
& 3 e = % % 3 =
o ) a ) c N ¥ 2 88 a
~—HIH-— } —H—HEH—+HE——
LILJ L} L L)
[ ErAE] 259 (86.3%) o |
“ 22 (7-3°/°) q
] S1.7%) n
g 5 (1.7%) =

9 Atypical Deletions (3%)

Figura 3. Imagen esquematica de la region 22q11.2 donde se muestran las deleciones mas
frecuentes. A — D: 86.3%. A—B: 7.3%. A— C: 1.7%. Atipicas: 3%. (15)

19,000,000 19,500,000 20,000,000 20,500,000 21,000,000 21,500,000
| e | | : [ :
LCR22A Y T LCR228B lﬂ LCR22D
DGCR2 HIRA TBX1 COMT RTN4R CRKL HIC2
DGCR6 DGCR14 MRPL40 GNB1L DGCR8 DGCR6L MED15 SNAP29
PRODH TSSK2 C220rf39 C220rf29 TRMT2A ZNF74 PI4KA AIFM3
GSC2 UFD1L TXNRD2 Mir-1286* SCARF2 SERPIND1  LZTR1
SLC25A1 CcDC45 ARVCF KLHL22 THAP7
CLTCL1 CLDN5 TANGO2 P2RX6
SEPT5 GP1BB Mir-185 SLC7A4
RANBP1 Mir-649*
ZDHHC8 LRRC748
CcCcDC188
LINC00896™*
Mir-1306*
Mir-3618*
Mir-6816*

Figura 4. Esquema de la region 22911.2 y los loci de los diferentes genes identificados en la
region. (28)
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Gen
DGCR6
PRODH

DGCR2

TSK

DGSI

SLC25A1

CLTCL1

HIRA

NLVCF
UFD1L

CDC45L

CLDN5

PNUTL1
GP1BB

TBX1
GNB1L

TR

CcoMT

ARVCF

T10

Producto
-laminina 1-like

Prolina deshidrogenasa

Proteina integral de la
membrana; Lectina tipo-C

Cinasa de Treonina/Lisina

Proteina tipo Goosecoid

Proteina transportadora de
citratos

Proteina tipo clatrina de
cadena pesada

Proteina con dominios
WD40

Proteina nuclear

Proteina de degradacién
de ubiquitina tipo 1

Proteina de inicio del ciclo
celular

Claudina 5

Proteina tipo septina

Glucoproteina plaquetaria
subunidad

T-box 1

Proteina G subunidad

Reductasa de
Tiorredoxina

Metiltransferasa de
Catecol-O

Proteina tipo catenina

Proteina rica en
Serina/Treonina

Tabla 3. Genes que se han identificado en la region 22q11.2

Funcidén
Proteina de adhesion

Enzima involucrada en el
catabolismo de la prolina

Receptor de adhesion

Trasduccion de sefiales

Factor de transcripcion

Catalizadora del trasporte
de citratos a través de la
membrana mitocondrial

Transportador intracelular
mediado por vesiculas.
Regulador de la
transcripcion

Desconocido

Degradacion protéica
ubiquitina dependiente

Inicio de la replicacion del
DNA

Componente de uniones
intercelulares

Interviene en la citocinesis

Componente de proteinas
transmembranales

Factor de transcripcion

Componente de las
transduccion de senales de
las proteinas G

Regulacion de la reduccion
protéica de tiorredoxina
Metabolismo de
catecolaminas

Uniones adherentes
intercelulares

Desconocido



RANBP1 Proteina de unién a RAN 1 Transporte interceular

ZNF74 Proteina con 12 dominios Regulador de la
de dedos de zinc transcripcion
CRKL Proteina adaptador con Uniones proteicas
dominios SH2/SH3/SH3
LZTR1 Proteina de union a DNA Factor de transcripcion
Fenotipo

El sindrome 22q11.2 se considera un espectro, el cual abarca fenotipos leves (sindrome
velocardiofacial) a genotipos severos (Sindrome de DiGeorge). A pesar de que entre los
pacientes con sindrome 22q11.2 haya el mismo tamafio de microdelecion, los pacientes
pueden mostrar cualquiera de los fenotipos. No hay criterios diagnosticos para el
sindrome 22q11.2, sin embargo, los datos fenotipicos mas frecuentes encontrados en
los pacientes incluyen (Tabla 4): inmunodeficiencia (deficiencia de linfocitos T),
cardiopatia congénita, paladar blando hendido, hipocalcemia, malformaciones renales,

disfagia y retraso en el desarrollo psicomotor. (13)

Tabla 4. Caracteristicas fenotipicas del sindrome 22q11.2 y su frecuencia. (13, 29)

Caracteristica Frecuencia

Retraso en el desarrollo psicomotor >90%
Cardiopatia Congeénita 76%
Anomalias velofaringeas y de via aérea superior (Paladar blando 76%
hendido, insuficiencia velopalatina, red laringea, anillo vascular)
Inmunodeficiencia (disfuncion de células T, inmunoglobulinas y 7%
defectos de inmunidad humoral)

Hipocalcemia 49%
Malformaciones Renales 36%
Anomalias gastrointestinales (Disfagia, malrotacién intestinal, 35%
enfermedad de Hirschprung, ano imperforado)

Polihidramnios 16%
Polidactilia 4%
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Caracteristica Frecuencia

Hernia Diafragmatica 1%
Trombocitopenia <1%
Hiperrespuesta pulmonar <1%
Inestabilidad vasomotora <1%
Anomalias craneovertebrales y cervicales (fusion de cervicales, C1 <1%
hipoplasica)

La fascies del paciente con sindrome 22q11.2 (Figura 5) son caracteristicas, con
hipoplasia medio facial, ptosis, hipertelorismo, fisuras palpebrales con el canto externo
dirigido hacia arriba, dismorfias de pabellones auriculares, raiz de la nariz prominente,
punta de la nariz bulbosa, narinas hipoplasicas, nariz bifida, boca pequefa, cara

asimétrica al llanto.

1\

Figura 5. Fascies de paciente con smdrome 22q11.2 (Fotografia tomada sin modificaciones de
Kobrynski LJ, et al, 2007 con fines académicos) (29)

El sindrome velocardiofacial y DiGeorge comparten las mismas caracteristicas a
excepcion de que en el Sindrome de DiGeorge los pacientes presentan disgenesia de

timo y paratiroides, lo que conlleva a inmunodeficiencia en la infancia e hipocalcemia.

Existe una alta prevalencia del sindrome 22911.2 en pacientes con cardiopatias

congénitas conotruncales: tetralogia de Fallot, atresia pulmonar con comunicacién
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interventricular, tronco arterioso, arco aortico interrumpido y defectos del septo
ventricular. Estos defectos conotruncales estan frecuentemente relacionados con otras
anomalias cardiovasculares, como anomalias del arco aodrtico, arterias pulmonares,
septum infundibular y valvulas semilunares, lo que complica el tratamiento quirurgico.
(30)

La microduplicacion de la regién 22g11.2 también esta implicada en la etiologia de
cardiopatia congénita, principalmente tetralogia de Fallot (59%), sindrome de corazén
izquierdo hipoplasico (12%) y cardiopatias complejas (2%). Sin embargo, el sindrome de

microduplicacion 22q11.2 se considera un sindrome emergente y poco estudiado. (9)

Métodos de deteccion de las variantes del numero de copias

qPCR: La Reaccién en Cadena en Tiempo Real (QPCR) es una PCR convencional en la
que los equipos de amplificacién (termocicladores) llevan incorporados un sistema de
deteccion de fluorescencia (fluorimetro), basandose la tecnologia en la utilizacion de
unas moléculas especificas denominadas fluoréforos y quenchers. Ambos factores,
permiten monitorizar en tiempo real, lo que esta ocurriendo dentro de cada tubo en cada
ciclo de amplificacion y va a sustituir a los pasos de amplificacién, electroforesis y analisis
de imagen de una PCR tradicional.(31) La gPCR se util para realizar la deteccion de
variantes del numero de copias de manera rapida y en un mayor numero de muestras.
La sensibilidad depende de la regidn estudiada, para TBX17 la sensibilidad es del 72%
comparada con MLPA. (32)

FISH: La hibridacién fluorescente in situ permite detectar secuencias de acidos nucleicos
de manera morfolégica en cromosomas cultivados. Esto se logra mediante el marcaje
fluorescente de sondas especificas para regiones del DNA gendémico. La técnica de FISH
permite identificar variantes de numero de copias de hasta 3 mega pares de bases de
tamano, por lo que tiene una mejor resolucién que el cariotipo, pero tiene la desventaja
de que se emplea para una region especifica del genoma. (19) En los estudios de

citogenética molecular, permanece como el estandar de oro en el analisis del locus
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22q11.2 con la sonda TUPLE1, por lo que los analisis de sensibilidad se basan en esta

técnica como confirmacién definitiva. (22, 31)

MLPA: La amplificacion de la sonda dependiente de la ligadura multiplex, es una variante
de PCR que permite detectar reordenamientos cripticos. Consiste en la deteccion
simultdnea de varias regiones gendmicas que presentan distinto numero de copias
(dosis), esto se logra mediante el disefio de primers de distinto tamafio, que contienen la
secuencia de interés y una secuencia comodin que dan productos de distinto tamanio, lo
cual permite diferenciarlos al momento de la electroforesis. La sensibilidad en el
diagndstico de pacientes con 22q11.2 es del 95 - 99% (33, 34) Sin embargo, la técnica

no es rapida y su uso en grandes cantidades de muestras es poco factible.

Array-CGH: La hibridacién gendmica comparativa, también conocido como “cariotipo
molecular” no requiere de cultivo previo y se utiliza para detectar diferencias en el numero
de copias cromosomicas entre dos genomas y por lo tanto localizar regiones de
desproporcion gendmica ya sea duplicaciones o deleciones. La resolucién es mucho mas
alta que el cariotipo convencional y el FISH, dependiendo del numero de sondas
utilizadas se pueden ver pérdidas o ganancias de hasta 250 kb. (19) Existen
publicaciones que proponen esta técnica como el nuevo estandar de oro en el
diagnodstico de 22q11.2 debido a su profundidad y que la técnica es capaz de diferenciar
el tamafo de las deleciones existentes en 22q11.2. (35, 36) Sin embargo, es debatible
debido a los costos y que Array-CGH no identifica rearreglos cromosdémicos como las
técnicas de citogenética convencional.

Tabla 5. Estudios publicados sobre frecuencia de 22g11.2 con diferentes técnicas moleculares.

Caracteristicas de Frecuencia de Referencia

la Poblacion 22g11.2

FISH 14.94% Wozniak A, et al. 2010 (22)
Cardiopatia gqPCR 5.49% Tomita A, et al. 2010 (31)
Congénita PCR-RFLP, MLPA, FISH 1.27% Huber J, et al. (37)
aCGH 4.94% Choi BG, et al. 2018 (36)
Hipocalcemia, MLPA 1.77% Sivertsen A, et al. 2007 (34)

labio/paladar hendido
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Justificacion

Las cardiopatias congénitas ocupan el tercer lugar en incidencia de defectos congénitos
al nacimiento (2.0 por cada 10,000 RNV), después de criptorquidia y polidactilia (2); sin
embargo, ocupan el primer lugar de defectos congénitos de nacimiento con pobre
prondstico, especificamente aquellos pacientes con tetralogia de Fallot, un tipo de

cardiopatia conotruncal relacionada con la microdelecién de 22911.2

A nivel mundial se estima que el sindrome 22q11.2 es el sindrome gendmico mas
frecuente, la causa mas frecuente de cardiopatia congénita de origen genético después
del sindrome de Down (29) y la segunda causa mas frecuente de paladar blando
hendido. (8) En México se desconoce la etiologia de las cardiopatias congénitas, estudiar
la microdelecion o microduplicacion del locus 22g11.2 permitiria conocer su frecuencia
en pacientes con cardiopatia congénita conotruncal. El diagnostico especifico del
sindrome permitira a los pacientes confirmar la etiologia, contar con un diagnéstico y
pronostico precisos, asi como participar en la propuesta y planeacion de politicas
institucionales que permitan el bienestar de futuros pacientes. Coadyuvara a la toma de
decisiones sobre acciones terapéuticas especificas (cirugia cardiovascular),
asesoramiento genético enfocado a la prevencion, contribuir a la generacion de criterios
diagndsticos especificos y generar estrategias de salud enfocadas mejorar la calidad de

vida de los pacientes.

La Unidad Médica cuenta con la infraestructura y personal capacitado para el diagndstico
y tratamiento de los pacientes con cardiopatias congénita; los pacientes reciben atencidn
en la unidad de cuidados intensivos neonatales, el servicio de cardiologia pediatrica,
cirugia cardiovascular y genética médica que colaboran en conjunto y facilitaran el apoyo

necesario para la realizacion del presente protocolo.
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Planteamiento del problema

El presente estudio tiene como propdsito identificar la microdelecion o microduplicacion
de una secuencias del gen TBX1 del locus 22q11.2 en el fenotipo de pacientes con
cardiopatia congénita conotruncal, toda vez que el espectro 22q11.2 es el sindrome
gendmico mas comun en humanos con una prevalencia de 1:1800 a 1:4000 recién
nacidos vivos (RNV) (29) y se cuenta como la segunda causa de cardiopatia congénita
(CC) de origen genético después del Sindrome de Down. Dentro del espectro se
considera al sindrome de DiGeorge como el fenotipo mas severo y al sindrome
velocardiofacial como el fenotipo mas leve. Ambos se originan de la delecion proximal
del cromosoma 22 (22g11.2). Este sindrome gendmico es el mas comun en la naturaleza
y una de las causas de cardiopatias congénitas mas severas, presenta el mayor indice
de mortalidad y morbilidad.(12) En nuestra poblacion se desconoce la prevalencia que
existe de la microdelecion o microduplicacion del gen TBX7 en el locus 22911.2 y su
expresion en el fenotipo de pacientes con cardiopatia conotruncal, por lo que se propone

la siguiente pregunta de investigacion.

Pregunta de investigacion:

¢ Cuales son los patrones de microdeleciones y microduplicaciones en el locus 22q11.2

en pacientes con cardiopatia congénita conotruncal mediante qPCR?

Hipétesis de Investigacion

Toda vez que se trata de un estudio transversal descriptivo (en una sola poblacién con

cardiopatia congénita conotruncal) no se presenta hipotesis.

El estudio transversal descriptivo tiene como fin estimar la magnitud y distribucion de una
enfermedad o condicion de salud en un momento dado, ademas de medir otras
caracteristicas en los individuos de la poblaciéon. Son estudios que sirven para levantar

informacion y generar hipotesis de investigacion.
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Objetivos:

Objetivo general: Identificar microdeleciones o microduplicaciones en el locus 22q11.2

en pacientes con cardiopatia congénita conotruncal mediante qPCR.

Objetivos particulares:

1.

Determinar la prevalencia de microdeleciones del locus 22g11.2 en pacientes con

cardiopatia congénita conotruncal.

. Determinar la prevalencia de microduplicaciones del locus 22q11.2 en pacientes

con cardiopatia congénita conotruncal.
Describir el fenotipo de los pacientes con microdelecion o microduplicacién en la
region 22q11.2.

Describir los hallazgos de la dosis génica de la regidén 22q11.2 y el fenotipo.
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Material y Métodos

Diseio: Estudio transversal

Tipo de estudio: Transversal, descriptivo, observacional, ambilectivo.

Universo: Pacientes con cardiopatia congénita

Poblacién: Pacientes derechohabientes con cardiopatia congénita conotruncal
atendidos en la Unidad Médica de Alta Especialidad en Mérida.

Seleccion de la muestra: Muestreo no probabilistico consecutivo.
Elegibilidad de los sujetos

Tamano de la muestra:

Se desconoce la prevalencia de pacientes con microdelecion o microduplicaciéon
22q11.2, que se atiende en la UMAE Mérida, por lo que es deseable considerar para el
estudio a todos los pacientes atendidos en la Divisiéon de pediatria de la Unidad en un
periodo de 10 afos. Sin embargo, toda vez que se describe que las cardiopatias
congénitas conotruncales estan relacionadas con el sindrome 22g11.2 (11, 12) y que
aproximadamente el 25% de los pacientes con cardiopatias congénita conotruncal en la
consulta de cardiopediatria pueden tener microdelecion o microduplicacion de 22q11.2
(18), ante el conocimiento de que existen reportados 75 casos en la unidad y tomando
como base para la determinacion del tamano de la muestra dicho universo se tiene que:
Si la poblacion es finita, es decir conocemos el total de la poblacion y se desea saber
cuantos del total de sujetos se estudiaran, utilizamos la férmula de calculo de tamano de

muestra de proporciones (38):

Np(1 —p)
(N—=1)D + p(1 —p)

n =

Donde:

* N = Total de la poblacion

* p= 0.05 (grado de confianza del 95%)
* D =0.0016 (precision)
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El calculo estima la inclusion de 21 participantes.

Criterios de seleccion de la muestra:
o Criterios de inclusion:
» Edad: recién nacidos hasta 15 afios de edad.
= Sexo: masculino/femenino.
= Asentimiento firmado (segun el caso).
= Carta de consentimiento informado firmado por el tutor.
o Criterios de no inclusion:
» Pacientes con diagnostico confirmado de otro sindrome genético.
(ejemplo: sindrome de Down).
» Madre con diabetes gestacional, fenilcetonuria o exposicién al acido
retinoico.
o Criterios de eliminacion:
= Degradacion del DNA gendmico y término de la muestra original sin

poder obtener una nueva.

Definicidon de la unidad de analisis

Paciente de sexo indistinto, recién nacido a 15 anos de edad con diagndstico confirmado
por cardiopediatria de cardiopatia congénita conotruncal: Tetralogia de Fallot.,
transposicidon de los grandes vasos, tronco arterioso, doble tracto de salida del ventriculo

derecho, atresia pulmonar, arco aortico interrumpido tipo B.

Método de localizacion de los pacientes:

Los pacientes seran localizados mediante la base de datos de la unidad de
Cardiopediatria de la Unidad Médica de Alta Especialidad en Mérida, la cual contiene
datos de contacto y citas préximas. La base de datos sera manejada con confidencialidad

y en apego a las normas institucionales.
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Variables de estudio:

Tabla 6. Variables utilizadas y su descripcién metodoldgica.

Variable

Definicion
Conceptual

Definicién Operacional

Tipo de
Variable

Escala de
Medicion

Unidad de
Medicion.

Microdelecion

Es un segmento de
DNA igual o mayor
a 1 kb cuyo el cual
esta suprimido
comparandolo con
el genoma de
referencia.

Las microdeleciones se estudian
por distintos métodos,
dependiendo de su resolucion. Se
realizara PCR en tiempo real
mediante la tecnologia TagMan,
basado en tres cebadores por
segmento a analizar: tres para un
gen de referencia (RPPH1) y tres
para un gen de estudio (TBX7).
Los cebadores estan compuestos
por las secuencias sentido y
antisentido de la region de interés,
ademas de una tercera sonsa que
tiene unida en el extremo 5" un
fluordforo y en el extremo 3’ un
desactivador de fluorescencia.
Esta tercera sonda solo libera
fluorescencia cuando es
degradada por la actividad de
exonuleasa 3’-5’ de la polimerasa.
El cambio de fluoresencia es
cuentificado por el instrumento y
calcula el CT (ciclo umbral), que
es el ciclo en el cual comienza la
replicacion logaritmica de la PCR.
El calculo de numero de copias se
hace mediante el método 244¢;
que se basa en el CT del gen de
referencia y el gen de interés, si el
resultado es menor a 0.7 se
considera microdelecion.

Cualitativa

Nominal

Dicotomica

Presente

Ausente

Microduplicacion

Es un segmento de
DNA igual o mayor
a 1 kb cuyo el cual
esta duplicado
comparandolo con
el genoma de
referencia.

Las microduplicaciones se
estudian por distintos métodos,
dependiendo de su resolucion. Se
realizara PCR en tiempo real
mediante la tecnologia TagMan,
basado en tres cebadores por
segmento a analizar: tres para un
gen de referencia (RPPH1) y tres
para un gen de estudio (TBX1).
Los cebadores estan compuestos
por las secuencias sentido y
antisentido de la region de interés,
ademas de una tercera sonsa que
tiene unida en el extremo 5’ un
fluoréforo y en el extremo 3’ un
desactivador de fluorescencia.
Esta tercera sonda solo libera
fluorescencia cuando es
degradada por la actividad de
exonuleasa 3’-5’ de la polimerasa.
El cambio de fluoresencia es
cuentificado por el instrumento y
calcula el CT (ciclo umbral), que
es el ciclo en el cual comienza la
replicacion logaritmica de la PCR.
El calculo de numero de copias se
hace mediante el método 24°¢;
que se basa en el CT del gen de
referencia y el gen de interés, si el

Cualitativa

Nominal

Dicotomica

Presente

Ausente
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resultado es mayor a 1.5 se
considera microduplicacion.

Cardiopatia Defectos en la Las cardiopatias congénitas Cualitativa | Nominal Tetralogia de
Congénita embriogénesis del conotruncales se originan por policotomica | Fallot.
Conotruncal corazén y sus defectos en la division
tractos de salida, embrioldgica del cono arterioso, Transposicion
especificamente del | dando como resultado una gama de los grandes
cono arterioso. de 6 fenotipos diferentes vasos.
dependiendo de la gravedad.
Cada una de ellas es Tronco

diagnosticada mediante revision arterioso.

clinica por cardiopediatria y
ecocardiograma. El diagnostico
sera obtenido mediante la revision
del expediente clinico del
paciente.

Doble tracto
de salida del
ventriculo
derecho.

Atresia
pulmonar.

Arco aodrtico
interrumpido
tipo B.

Técnica de recoleccién de la muestra

Previa aprobacion del comité correspondiente se realizé un estudio de tipo transversal,
descriptivo, observacional, ambilectivo, que incluyd pacientes con diagndstico de
cardiopatia congénita conotruncal, atendidos en la Unidad cuyos padres aceptaron firmar
la carta de consentimiento informado y asentimiento en su caso (Anexo 1). Las variables
de interés se registraron en la hoja de recoleccion de datos elaborada para fines del
presente estudio (Anexo 2).

El alumno de maestria acudié a la consulta de cardiopediatria (consultorio 3 de la
consulta externa de la UMAE Yucatan) se evalu6 a los pacientes y se incluyeron a
aquellos que cumplieron los criterios de inclusion, una vez que la médica tratante terminé
la consulta, previa amplia explicacion del protocolo y en caso de haber aceptado se
procedié a la firma de consentimiento informado del padre o tutor, se realizaron
preguntas de variables sociodemograficas de caracter informativo.

El alumno de maestria acudié de manera regular al gabinete (ecocardiograma) de
cardiopediatria, para busqueda de sujetos potencialmente elegibles, se contacto al padre
o tutor, se informo de los riesgos y posibles beneficios y en caso de aceptar se otorgd

formato de consentimiento informado para firma.
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Medicion de las variables

Paciente con Cardiopatia
Congénita Conotruncal

Sangre Capilar

1

Linfocitos Puncién Dérmica
Extraccién de DNA Método de

columnas de silica

I

Almacenamiento Ultracongelacion
<80 2C
Cuantificacion de Cuantificacién
DNA "| fluorométrica selectiva

Amplificacién del gen de

qPCR referencia (RPPH1) y gen
de interés (TBX1) por

cuadruplicado.

Célculo de 278AC;

Figura 6. Estrategia general para obtencion del perfil de dosis génica de TBX1 en pacientes
con cardiopatia congénita conotruncal.

1. Procedimiento de llenado de hoja de recoleccion de datos
Se explico a los padres por parte de alumno de maestria que la informacién recabada es
confidencial y fué resguardada por los autores solo con fines del presente protocolo. Se

procedié a la captura de los datos referenciados en el anexo 2.

2. Procedimiento de cuantificacion de dosis génica de TBX7 mediante qPCR
La metodologia de extraccion de DNA y estandarizacion de los cebadores para TBX1 se
realiz6 de manera conjunta en el laboratorio de genética del Instituto de Oftalmologia

“Conde de Valenciana” y el laboratorio de genética y biologia molecular de la Facultad

de Quimica de la Universidad Autbnoma de Yucatan.
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Se procedio a explicar a los padres el procedimiento de la toma de muestra, asi como

sus posibles riesgos, y se procedera a la toma de muestra biolégica. (Figura 6)

Toma de muestra biolégica.

Se obtuvo, por parte de Dr. Félix Julian Campos Garcia, 0.5ml de muestra
sanguinea mediante puncién venosa periférica o capilar en un tubo con &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), marca Vacutainer con tapon morado, mediante técnica
limpia utilizando guantes estériles y limpieza del area a puncionar con alcohol etilico al
95%.

Método de extraccion del DNA

Se utilizd el kit Pure Link® Genomic DNA de la empresa Thermofisher®. Fueron
colocados 200 pl de sangre fresca en un tubo Eppendorf esteril, posteriormente se
agrego 20ul de proteinasa Ky 20 pl de RNasa A, se da vortex y se incuba a temperatura
ambiente por 2 min, se agregan 200ul de Pure Link Genomic Lysis y se mezcla bien por
vortex. Incubar a 55°C por 10 minutos. Se frena la reacciéon agregando 200ul de etanol
de 96-100%, se mezcla bien por vortex por 5 segundos. Se traspasa el producto a una
columna Pure Link, se centrifuga a 10,000 rpm por 1 minuto. Se descarta el desecho y
se agregan 500 ul buffer de lavado 1, se centrifuga a 10,000 rpm por 1 minuto. Se
descarta el desecho y se agregan 500 pl buffer de lavado 2, se centrifuga a velocidad
maxima por 3 minutos. Se coloca la columna en un tubo estéril de 1.5 yl debidamente
etiquetado con el nombre de la persona. Se diluye el DNA con 75 pl de Pure Link
Genomic Elution Buffer, se incuba a temperatura ambiente por 1 minuto, se centrifuga la

columna a maxima velocidad por 1 minuto.
Método de transporte de muestras de DNA genémico

EI DNA gendmico obtenido por parte del alumno de maestria fue debidamente etiquetado

y congelado a -70 °C en un ultracongelador para su almacenamiento y conservacion.
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Una vez recolectadas las muestras suficientes para el protocolo fueron enviadas al
laboratorio. Las muestras congeladas fueron colocadas en una hielera con congelantes

que resguardaron la temperatura entre 0-5°C.

Cuantificacion del DNA

La cuantificacién de DNA se realiz6 mediante cuantificacion fluorométrica con el equipo
Qubit® el cual esta basado en la cuantificacidén de fluorescencia objetivo-especifico, ya
que el pigmento utilizado se une de manera selectiva al DNA y no a otras moléculas con
volumenes minimos de 1ul. Se realizaron diluciones a cada una de las muestras para

contar con 2 ng/ul en un volumen minimo total de 16 pl.

Seleccidon de los genes a amplificar

Se seleccion6 TBX1 el cual esta presente en el locus 22q11.2 (Figura 7), lo cual permitid
identificar variaciones en el numero de copias de distinto tamafo de manera cualitativa.
Con base a la estandarizacion como ensayo de referencia para estudios de variables de
numero de copias, se seleccion6 el gen de referencia RPPH1 que codifica al componente
H1 de la ribonucleasa P de RNA (HGNC: 19273).
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RefSeq Genes chr22: 18,630,000 - 21,810,000 (GRCh37/hg19)

22q11.2 Genes
deletion region (proximal to distal)
[ | Tinsenses _promattaniee S8
[/
3 o]
o (within 22q11.2 deletion region)
L. Protein coding (n = 46)
Pseudogene (n = 27)
wTssa ncRNA (n = 10)
hr mIRNA (n=7)
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yCOCES
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Decreased expression in blood
with hemizygosity

Yes
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t20312673

Distal
deletion
region

T21489474 Distal flanking

T CytoHD deletion breakpoints
IHighly conserved gene

Figura 7. Esquema del locus 22g11.2 con los genes localizados en el locus proximal y distal.
(39)

Cuantificacion de la dosis génica mediante PCR en tiempo real (QPCR)

Se cuantificd la dosis de un gen de referencia (RPPH1) y un gen de estudio (TBX7) que
es un gen que codifica para el factor de transcripcién T box 1 ubicado en el locus 22g11.2,

basados en el método TagMan.
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Principio del Método TagMan

Los cebadores estan basados en la tecnologia TagMan® (Figura 8, Figura 9, Figura 10),
compuestos por las secuencias sentido (forward) y antisentido (reverse) de la region de
interés, ademas de una tercera sonda que tiene unida en el extremo 5’ un fluoréforo y en
el extremo 3’ a un desactivador de fluorescencia (quencher). Esta tercera sonda solo
libera fluorescencia cuando es degradada por la actividad de exonucleasa 3'-5 de la
polimerasa, por lo que solo se produce fluorescencia en caso de haber amplificacion

alelo especifica.

® @ Inhibidor de Fluorescencia

Primer F TBX1 Reportero (FAM)
e
>
4 . o
Cadena original de DNA P
Primer R TBX1

Figura 8. Esquema del principio del método TagMan para la cuantificacién de numero de
copias mediante qPCR. Para cada regién se disefian 3 sondas, 2 flanqueadoras (Primer F y
Primer R) y una sonda unida a un desactivador del fluorescencia (Quencher) y un reportero
(FAM o VIC).

Polimerasa

€

Figura 9. La polimerasa comienza su trabajo de sintesis de la cadena complementaria durante
la fase de Alineamiento / Extension.

v
L

>

< <«
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Fluorescencia

€

<

Figura 10. La polimerasa al encontrarse con la sonda reportera, la degrada, separandola del
desactivador de fluorescencia. Al ser estimulado por luz del termociclador, emite una senal que
es cuantificada por el equipo.

El cambio de fluorescencia a través de los ciclos es cuantificado por el instrumento y
grafica la fluorescencia VS ciclos, que representa la acumulacién del producto en el
trascurso de la reaccion en cadena de la polimerasa. Ademas, el equipo calcula el CT

(cycle threshold) que es el ciclo en el cual comienza la replicacion logaritmica de la PCR.

Es posible combinar en la misma reaccion los cebadores del gen de referencia (RPPH1),
y los cebadores del gen de interés (TBX1) marcados con dos diferentes fluoréforos (VIC
y FAM). El termociclador mide la fluorescencia de ambos genes a lo largo de los ciclos y

mediante el método del 2-22Ct al calcular el nUmero de copias presentes en la reaccion.

En la Tabla 7 y Tabla 8 se muestran las cantidades utilizadas de cada reactivo por
reaccion. Cada una de las reacciones fue realizada por cuadruplicado, lo cual esta

conforme al control de calidad del procedimiento.

Tabla 7. Cantidades de reactivo para la PCR en tiempo real

Reactivo Cantidad (ul)
MasterMix TagMan ProAmp 5.00
Primer de Referencia (RNAse P) 0.5
Primer de TBX1 0.5
DNA genémico 4.00
Volumen Final 10.00
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Tabla 8. Condiciones para PCR punto final TBX1

Fase Temperatura Tiempo

Activacion Enzimatica 50 °C 2:00

Desnaturalizacion Inicial 95 °C 10:00
40 Ciclos

Desnaturalizacion Ciclo 95°C 0:15

Alineamiento / Extension 60 °C 1:00

Fases de la PCR en tiempo real
1. Activacion enzimatica: Se usa temperatura de 50 °C para estabilizacidon

enzimatica y de los reactivos a una temperatura homogénea en todos los tubos
de reaccion.

2. Desnaturalizacion: Temperatura en la que se separa la doble cadena de DNA para
permitir la hibridacion de los cebadores en el siguiente paso.

3. Alineamiento: A la temperatura de 60 °C se alinean los cebadores con la
secuencia templado del DNA genomico. Esta temperatura se basa en la
temperatura de disociacion (Tm) de los cebadores, basados en la cantidad de
guaninas y citosinas presentes en su secuencia. En el presente protocolo se utiliza
la temperatura sugerida por en el inserto.

4. Extension: temperatura a la que actua la DNA polimerasa de manera optima,
sintetizando una cadena de oligonucledtidos a partir del cebador colocado en la
secuencia de interés. Es en este paso que el equipo cuantifica la cantidad de
fluorescencia generada en el tubo de reaccion, y el ciclo en el cual se hubica el

inicio de la amplificacién logaritmica de la reaccién se sefala como Cr.
Se utilizé el termociclador StepOne® de Applied Biosystems®, programado en modo
“Quantification” variedad “ACt”. Los resultados fueron exportados al software
CopyCaller® de ThermoFisher® para su interpretacion.

Método 244C; para cuantificacién relativa

Para el calculo de prediccion del numero de copias mediante gPCR se utilizé el software

CopyCaller® de ThermoFisher®, el cual utiliza el método 2*2Cr el cual se basa en que a
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partir del producto de la division del ciclo umbral (Ct) del gen de referencia y el Cr del
gen de interés, obtenidas de la misma reaccion y por cuadruplicado para asegurar que
las variaciones observadas se deban a la variabilidad en el numero de copias y no a la

cantidad de DNA en la reaccion.

El gen de referencia fue RPPH1 que codifica al componente H1 de la ribonucleasa P de
RNA (HGNC:19273) y el gen de interés es TBX1 que codifica para el factor de
transcripcion T box 1 son amplificados en un ensayo calibrador (control sano), el equipo
calcula el ciclo en el cual inicia la duplicacion logaritmica del DNA para ambos genes (Cy)
se hace un promedio de las 4 reacciones y la diferencia entre el C; del gen del interés y
el Cy del gen de referencia resulta en el ACt de la reaccion control, la cual debe ser

cercana a 0 (ambos genes bialélicos amplifican de manera similar)

ACrcontrol = Cr gen de interés — Cp genreferencia

AACy
Posteriormente se procede al calculo del AACr, el cual es la diferencia entre el ACt de la

reaccién control y la ACt de la reaccidn de interés (paciente).

AACrpaciente = ACy paciente — ACr control

Una vez obtenido el valor de AAC+ del paciente se realiza la formula 2-4C1 para normalizar
el resultado, el cual nos explica cuantas copias gen de interés existen en la muestra,
siendo valores menores a 0.7 referentes a delecién (monoalélico) y mayores a 1.5

refieren microduplicacion (bialélico).

Para el proceso de validacion se utilizd un paciente sano (Adulto sin cardiopatia
congénita) y un paciente con diagnéstico clinico y molecular de microdelecion de
22q11.2, dicha muestra fue proporcionada por el laboratorio Biogen en la Ciudad de

México, en donde se realizé FISH utilizando la zona TUPLE1.
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Cada corrida consistio en al menos un paciente con cardiopatia congénita conotruncal,
control positivo (sindrome 22g11.2), control negativo (sano). Muestras procesadas por
cuadruplicado. Ademas, se incluyd un pozo de reaccién negativo para templado, sin

DNA, que en su lugar se colocaban 4 nul de agua libre de nucleasas.

Las muestras marcadas con desviacion estandar grande fueron reprocesadas para

control de calidad.

Analisis estadistico

La informacion se concentré en una hoja de calculo de Excel 2016 (Microsoft ©,
Redmont, Washington) para conformar una base de datos. Se realizo la interpretaciéon y
analisis subsecuente de la informacion recabada a través de estadistica descriptiva, la
cual incluyé la presentacion de los datos demograficos con medidas de tendencia central,
las variables cualitativas se presentaron con su distribucion de frecuencias (numero
absoluto y porcentaje), las variables cuantitativas se presentaron con la media *
desviacién estandar. Los resultados se presentan en tablas y graficas adecuadas al tipo
de variables. Los calculos y las graficas se realizaron con el programa R Studio con las

librerias ggplot2.

Consideraciones éticas
De acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion,
el proyecto de investigacion propuesto esta sustentado en lo siguiente:
e Del TITULO PRIMERO, Disposiciones Generales, CAPITULO UNICO
» Art. 3°. La investigacion para la salud comprende el desarrollo de acciones
que contribuyan: ...
» lll. A la prevencion y control de los problemas de salud.
e Del TITULO SEGUNDO, De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres
Humanos, CAPITULO I, Disposiciones Comunes
» Art. 13. En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio,
deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus

derechos y bienestar.
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» Art. 14. La Investigacion que se realice en seres humanos debera

desarrollarse conforme a las siguientes bases:

o

VI. Debera ser realizada por profesionales de la salud a que se refiere
el articulo 114 de este Reglamento, con conocimiento y experiencia
para cuidar la integridad del ser humano, bajo la responsabilidad de una
institucion de atencion a la salud que actue bajo la supervisién de las
autoridades sanitarias competentes y que cuente con los recursos
humanos y materiales necesarios, que garanticen el bienestar del sujeto
de investigacion.

X. Sera responsabilidad de la institucién de atencién a la salud en la que
se realice la investigacion proporcionar atencion médica al sujeto de
investigacion que sufra algun dafo, si estuviere relacionado
directamente con la investigacion, sin perjuicio de la indemnizacién que

legalmente corresponda.

» Art. 17. Se considera como riesgo de la investigacion a la probabilidad de que

el sujeto de investigacion sufra algun dafio como consecuencia inmediata o

tardia del estudio. Para efectos de este Reglamento, las investigaciones se

clasifican en las siguientes categorias:

©)

Il. Investigacidn con riesgo minimo: Estudios prospectivos que emplean
el riesgo de datos a través de procedimientos comunes en examenes
fisicos o psicolégicos de diagndsticos o tratamiento rutinarios, entre los
que se consideran: pesar al sujeto, pruebas de agudeza auditiva;
electrocardiograma, termografia, coleccién de excretas y secreciones
externas, obtencion de placenta durante el parto, coleccidon de liquido
amniotico al romperse las membranas, obtencion de saliva, dientes
deciduales y dientes permanentes extraidos por indicacion terapéutica,
placa dental y calculos removidos por procedimiento profilacticos no
invasores, corte de pelo y ufas sin causar desfiguracion, extraccion de
sangre por puncion venosa en adultos en buen estado de salud, con
frecuencia maxima de dos veces a la semana y volumen maximo de

450 ml. en dos meses, excepto durante el embarazo, ejercicio
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moderado en voluntarios sanos, pruebas psicolégicas a individuos o
grupos en los que no se manipulara la conducta del sujeto, investigacion
con medicamentos de uso comun, amplio margen terapéutico,
autorizados para su venta, empleando las indicaciones, dosis y vias de
administracion establecidas y que no sean los medicamentos de
investigacion que se definen en el articulo 65 de este Reglamento, entre

otros.

Ademas de los apartados referidos, se tiene apego a los articulos 21, 22 y 24 del
presente Reglamento.

Ademas de lo contenido en el CAPITULO II, De la Investigacion Farmacolégica
articulos 65 y 67, asi como lo contenido en TITULO SEXTO, De la Ejecucién de la
Investigacién en las Instituciones de atencion a la salud, CAPITULO UNICO, art.
113 al 120.

El protocolo de investigacion cumple con las consideraciones emitidas en el Cédigo de
Nuremberg, la Declaraciéon de Helsinki, promulgada en 1964 y sus diversas
modificaciones incluyendo la actualizacion de Fortaleza, Brasil 2013, asi como las pautas
internacionales para la investigacion médica con seres humanos, adoptadas por la OMS
y el Consejo de Organizaciones Internacionales para Investigacion con Seres Humanos;
en México, cumple con lo establecido por la Ley General de Salud y el INAI, en Materia
de Investigacion para la Salud y Proteccion de Datos Personales. El protocolo sera

evaluado y aprobado el Comité Local de Investigacion en Salud.

El presente estudio presenta un riesgo de bioseguridad grupo 1 (riesgo individual y
poblacional escaso o nulo), ya que no utilizé material bioldégico infecto-contagioso; cepas
patdgenas de bacterias o parasitos; virus de cualquier tipo; material radiactivo de
cualquier tipo; animales y/o células y/o vegetales genéticamente modificados; sustancias
toxicas, peligrosas o explosivas; cualquier otro material que ponga en riesgo la salud o
la integridad fisica del personal de salud o los derechohabientes del IMSS o afecte al

medio ambiente. Asi mismo se declara que en este proyecto no se llevé a cabo
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procedimientos de trasplante de células, tejidos u 6rganos, o de terapia celular, ni se

utilizaran animales de laboratorio, de granja o de vida silvestre.

Confidencialidad: Aunado a lo anterior, la informacion e identidad de pacientes se
conserva bajo confidencialidad; por lo tanto, el acceso a la informacién como los datos
personales del paciente, asi como datos de la institucion y del personal médico y
paramédico, sélo es permitido al grupo de trabajo.

En el caso de que los resultados del estudio muestren beneficios para pacientes con las
caracteristicas definidas en los criterios de seleccion, se elaboraron proyectos de mejora
encaminados a unificar criterios clinicos en el servicio correspondiente, que redunde en
el beneficio de los pacientes tratados, proporcionando una alternativa segura de
tratamiento, contribuyendo al conocimiento cientifico a través de la difusién de los
resultados de la investigacion, con el enfoque de mejorar las politicas de salud del

servicio de Cardiologia Pediatrica y Genética Clinica.

Aspectos de Bioseguridad

El presente estudio representa un riesgo de bioseguridad Grupo 1 (riesgo individual y
poblacional escaso o nulo), ya que la sangre a emplearse se extrae de pacientes que se
asumen libres de alguna enfermedad infectocontagiosa. Se trata de un servicio de
atencion primaria; investigacion. Se uso ropa protectora y guantes por el manejo de

sangre con un riesgo bioldgico infecto-contagioso bajo. (40)

Los investigadores declaran que conocen, han leido y cumpliran las normas, reglamentos

y manuales de bioseguridad que apliquen al proyecto:
a) Manual de procedimientos para el manejo y control de residuos biolégico-
infecciosos toxico-peligrosos en unidades de atencion médica, IMSS.

b) Manual de bioseguridad en el laboratorio, OMS.

También manifiestamos que existe evidencia documental auditable de que:
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a)

b)

f)

Se cuenta con los permisos y/o licencias oficiales que se requieran para llevar a
cabo el trabajo propuesto.

Las instalaciones de los laboratorios involucrados se encuentran en estado
satisfactorio de operacién y son adecuadas para llevar a cabo el trabajo
propuesto.

El equipo que se utilizé se encuentra en estado satisfactorio de operacion.
Existen dispositivos personales de proteccion que se encuentran en estado
satisfactorio de operacion.

Los involucrados en el proyecto, incluyendo a los estudiantes que participen en el
mismo, recibieron la capacitacién necesaria para trabajar con el material sefialado
anteriormente.

Se mantuvieron las condiciones adecuadas de instalaciones, equipo y personal

durante el desarrollo del proyecto.

Recogida, etiquetado y transporte de muestras

1.

4.

Se siguieron siempre las precauciones normalizadas; se usaron guantes en todos
los procedimientos.

La toma de sangre de personas estuvo a cargo de personal capacitado.

En las flebotomias, se utilizaron dispositivos de seguridad al vacio de un solo uso
que permitieron recoger la sangre directamente en tubos de transporte o de cultivo
con tapon y que inutilicen la aguja después del uso.

Los tubos se colocaron en recipientes apropiados para el transporte al laboratorio

y dentro del laboratorio. Los formularios de peticién de examen se colocaron en bolsas

0 sobres impermeables separados.

5.

El personal de recepcion no abri estas bolsas.

Apertura de tubos de muestras y muestreo del contenido

1.
2.

Los tubos de muestras se abrieron con guantes.
También se protegieron los ojos y las mucosas (gafas de seguridad de tipo
mascara o viseras).

Las prendas de proteccion se usé bata de laboratorio.
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4. Para sacar el tapon, éste se utilizé un trozo de papel o de gasa con el fin de evitar

salpicaduras.

Descontaminacion

Para la descontaminacién se usaron hipocloritos y desinfectantes de alto nivel. Las
soluciones de hipoclorito recién preparadas contuvieron cloro disponible a razén de 1 g/l
para uso general, y de 5 g/l para limpiar derrames de sangre. Para la desinfecciéon de

superficies se utilizé glutaraldehido.

Transporte y almacenamiento de Muestras
El DNA a transportarse es DNA gendmico humano, sin riesgo infectocontagioso. Se
trasportd en tubos estériles, sellados herméticamente y en bolsas plasticas debidamente

etiquetadas.

Biocustodia

El responsable de las tomas fue el alumno de maestria. Las muestras fueron
almacenadas en la Unidad de Investigacion de la Unidad Médica de Alta Especialidad
Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional “Ignacio Garcia Téllez” Calle 34 #
439 x 41, col. Industrial, Ex-terrenos “El Fénix” Mérida, Yucatan. Las muestras se
encuentran almacenadas, en congruencia con la carta de consentimiento informado
hasta por 5 afos.

Recursos financieros.

El proyecto fue financiado con recursos propios de la institucion que atiende a las
unidades de analisis, por recursos propios de los laboratorios colaboradores, asi como
del propio alumno de maestria.

Alcances y limitaciones: ElI presente protocolo pretende comprender el
comportamiento demografico de las cardiopatias congénitas en la peninsula de Yucatan,
ademas de dar una posible explicacion a su etiologia que pueda extrapolarse a otras
poblaciones. Tenemos como limitantes que solo nos enfocamos a una parte pequefa de

la basta gama de etiologia de las cardiopatias congénitas.
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Resultados

El protocolo fue aprobado por el comité local de investigacion en salud 3203 del Instituto
Mexicano del Seguro Social Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional
“Ignacio Garcia Téllez”, segun consta en el Numero de Registro Institucional R-2019-
3203-019. Se recibié autorizacion de la Direccion del IMSS UMAE Yucatan para el
ingreso y analisis de expedientes y registros de la consulta en el archivo clinico del
hospital, asi como toma de muestras y recabar datos sociodemograficos de los

pacientes.

Sujetos de Estudio

Se incluyeron 24 pacientes con diagndstico de cardiopatia congénita conotruncal (Tabla
9), a través de la consulta externa de cardiopediatria del IMSS UMAE Yucatan. Todos
los tutores o representantes legales que se incluyeron en el protocolo firmaron una carta

de consentimiento informado (Anexo 1).

Tabla 9. Distribucion por Sexo.

Caracteristica Numero de Sujetos Porcentaje
Hombres 16 66.66%
Mujeres 8 33.33%

Distribucion por Diagnéstico

De los 24 pacientes reclutados se obtuvieron los siguientes diagnosticos (Figura 7117):
Tetralogia de Fallot: 16 casos (66.6%), transposicién de los grandes vasos sin ventriculo
unico: 3 casos (12.5%), tronco arterioso: 1 casos (4.1%), doble tracto de salida del
ventriculo derecho: 0 casos (0%), atresia pulmonar con comunicacién interventricular: 4

casos (16.66%), arco adrtico interrumpido tipo B: 0 casos.
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CARDIOPATIAS CONOTRUNCALES EN PACIENTES RECLUTADOS

Atresia Pulmonar + CIV,
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grandes vasos sin
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67%

Figura 11. Proporcién de cardiopatias congénitas conotruncales en los sujetos reclutados de
Enero — Diciembre 2020.

Estandarizacion de los Cebadores
Se utilizaron cebadores comerciales estandarizados (ThermoFisher®, No. 4400291,

Assay ID: Hs02267325 cn) que hibridan en la secuencia del exén 3 del gen TBX1
localizado en el locus 22911.2 (HGNC:11592). (Figura 12)

Build 38.2 Human Chr.22: Hs02267325_cn

TBX1 ,
TBX1
k i-i—8 - {a— i
] | I
I 19.770.0 I
19.760.0 00 19.780.0
nn nn

Figura 12. Diagrama que muestra el gen TBX1 y sus exones. En amarillo se sefala la posicion
del cebador, ubicado en el exén 3.
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Se utilizaron cebadores del gen RPPH1 que codifica al componente H1 de la
ribonucleasa P de RNA (HGNC:19273) como estandar de referencia (housekeeping)
para el andlisis estandarizado de gPCR multiple (ThermoFisher® No. 4403326). El
cebador de referencia amplifica un amplicon de 87 pares de bases en el exon 1 del gen
RPPH1, y es referencia en ensayos de numero de copias debido a que se conoce que
existen solo dos copias para dicho gen, sin contar con pseudogénes u otras secuencias

que alteren el analisis del ensayo de cuantificacion de numero de copias.

Se realizé una primera corrida para comprobar que los controles y los cebadores
amplificaban de manera correcta (Figura 13), ademas de que los calculos arrojados del
ciclo umbral predecian de manera correcta al control positivo (sindrome 22q11.2;
monoalélico) y al control negativo (sano, bialélico) con un umbral de dosis normal de 0.66
(Tabla 10)

Amplification Plot

0.00001

0.000001

L] C WD HNE WF

Figura 13. Muestra la curva de amplificaciéon (Fluorescencia VS Ciclo) del control positivo
(monoalélico) y control negativo (bialélico), para el gen de referencia (RPPH1) y el gen de interés
(TBX1).
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Tabla 10. Ciclos umbrales (CT) de las muestras control y su prediccion de los alelos, asi como
su interpretacion.

Muestra Cr Cr ACy AACT 2l No. Alelos Interpretacion
promedio promedio (prediccion)
(RPPH1)  (TBX1)

Control- 26909 27.558 0.6488 0 1 2 Normal

Control 26523 27.801 1.278 0.629125‘0.6465‘1 Delecion

+

En la Tabla 71 se muestran los datos de fluorescencia obtenidos en la qPCR para cada
uno de los pacientes; el ciclo umbral (Ct) del gen de referencia (RPPH1) y el gen de
estudio (TBX1), asi como el calculo del 224ty su prediccion de dosis génica corroborado
por el programa CopyCaller®. Notese que fue eliminado el paciente 15 debido a que la
muestra de DNA presentd degradacion, corroborada por electroforesis en gel de

agarosa.

Se identificaron 2 casos con alteracién de la dosis génica en TBX1, un paciente de sexo
masculino con diagnostico de transposicion de los grandes vasos y otra paciente de sexo
femenino con diagnostico cardiolégico de tronco arterioso, ambas cardiopatias
consideradas muy graves dentro del espectro de cardiopatias congénitas conotruncales.
Ambos casos tuvieron un valor menor a 0.7 en el céalculo de dosis génica (Figura 14,
Figura 15Figura 16).

48



Applied Biosystems CopyCaller® Software v2.1

. File: TBX1-25Febrero2021_data txt, Target: TBX1, Calibrator: Median ACT
- File: TBX1-19 Febrero txt, Target: TBX1, Calibrator: Median ACT

. File: TBX1-22Febrero2021_datatxt, Target: TBX1, Calibrator: Median ACT

Copy Number

Control +

Figura 14. Gréfica obtenida del software CopyCaller que contiene las predicciones de los dos
pacientes positivos a delecion 22g11.2 (790 y 842) con los respectivos controles.
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Figura 15. Grafica de amplificacion de qPCR de la muestra 790 (verde) y su control negativo
(Amarillo).
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Figura 16. Grafica de amplificacion de qPCR de la muestra 842 (verde) y su control negativo

(Amarillo).
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Tabla 11. Calculo de la dosis génica mediante el método 2-AACT la prediccion es apoyada por
el software CopyCaller. Se utilizé un umbral de 0.7 para la determinacién de microdelecion.

A JAVA'

1 662 2612 | 2762 |1.50 [0.31 |0.81 2 Normal
2 772 2994 3105 |1.11 [0.30 |0.81 2 Normal
3 779 28.94 2836 | -0.58-0.60 |1.52 2 Normal
4 788 2713 2840 128 (047 |0.72 2 Normal
5 789 2772 12896 |1.25 044 |0.74 2 Normal
6 790 27.90 |28.51 0.61 | 0.58 |0.67 1 Delecion
7 791 2725 2844 119 /0.38 |0.77 2 Normal
8 798 28.20 |28.76 |0.56 |-0.09 |1.06 2 Normal
9 799 29.04 3026 |1.23 042 |0.75 2 Normal
10 800 29.81 30.04 |[0.24 |-0.57 | 1.48 2 Normal
11 810 28.04 2827 0.23 |-0.58 |1.49 2 Normal
12 811 26.01 28.39 |238 |041 |0.75 2 Normal
13 812 3420 3255 |-165 -0.60 |1.52 2 Normal
14 818 23.84 2588 |2.04 |045 |0.73 2 Normal
15 819 Eliminado (DNA degradado)

16 842 27.81 28.27 046 |1.42 |0.37 1 Delecién
17 843 29.33 2814 | -1.18 |-0.23 | 1.17 2 Normal
18 814 26.13 |26.20 |0.08 |0.05 |0.97 2 Normal
19 876 2350 2583 233 [0.36 |0.78 2 Normal
20 851 28.11 26.84 |-1.28-0.32 | 1.25 2 Normal
21 877 28.48 2883 035 0.32 |0.80 2 Normal
22 881 28.59 | 2717 |-142|-046 |1.37 2 Normal
23 880 26.24 2836 212 |0.15 |0.90 2 Normal
24 888 26.30 | 2732 |1.01 |0.37 |0.78 2 Normal
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Figura 17. Grafico que muestra los valores de 2-AACT para los diferentes pacientes, asi como
su prediccion. La linea roja marca el umbral de 0.7 para decision de microdelecién. Los puntos
verdes muestras los valores para los pacientes con prediccion de delecion 22911.2

Se determind la frecuencia de la delecion 22q11.2 en la muestra de pacientes con
cardiopatia congénita conotruncal obteniendo una frecuencia de 8.33%. Igualmente se
obtuvieron las caracteristicas demograficas de los pacientes (Tabla 1712), siendo
originarios de la peninsula de Yucatan (Quintana Roo y Yucatan), asi como que ambos
pacientes se encuentran vivos y en seguimiento por parte de cardiopediatria. El paciente
de sexo masculino (paciente 6), sin antecedentes heredofamiliares, presenta
transposicién de los grandes vasos y comunicacion interventricular, frente amplia,
hipoplasia medio facial y nariz bulbosa. La paciente de sexo femenino (paciente 16), sin
antecedentes heredofamiliares, presenta atresia pulmonar, post-operada de fistula

sistémico pulmonar, hipoplasia medio facial, hélix plegado, narinas hipoplasicas.
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Tabla 12. Resumen de las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con
microdelecion.

Paciente Edad Estado Sexo Origen \ Diagnéstico Fenotipo
6 7 anos | Vivo M Quintana Transposicion de los Frente amplia,
Roo grandes vasos hipoplasia medio
Comunicacién facial, nariz bulbosa.
interventricular
16 1afo | Viva F Yucatan Atresia pulmonar Post-operada fistula

sistémico pulmonar.
Hipoplasia medio

facial, hélix plegado,
narinas hipoplasicas

Discusion

Segun el ultimo reporte publicado en 2013 (1), la tasa de prevalencia de malformaciones
en Yucatan es de 102.8 por 10,000 nacimientos, lo cual esta por arriba de la tasa nacional
de 73.9 por 10,000 nacimientos. En un analisis sociodemografico realizado para el
presente estudio se encontrdé que las cardiopatias congénitas diagnosticadas durante
2019 fueron de 131 pacientes, calculando una incidencia de cardiopatia congénita de
63.3 x 10,000 RNV en la peninsula de Yucatan, cifra que rebasa el promedio nacional
publicado y se induce que dos tercios de todos los pacientes con algun defecto de

nacimiento en la peninsula de Yucatan corresponden a una cardiopatia congénita.

Con respecto a las cardiopatias congénitas conotruncales, encontramos una incidencia
de 5.3 x 10,000 RNV, basados en los datos recabados en la consulta de cardiopediatria
del 2019 que reporta 11 pacientes con diagndstico clinico y por gabinete de alguna
cardiopatia congénita conotruncal, lo cual corresponde a que 1 de cada 16 consultas de
primera vez (6%) corresponde a una cardiopatia congénita conotruncal, lo cual es mas
alto que el promedio nacional de cardiopatias congénitas conotruncales de 0.2 x 10,000
RNV(2) . Esta incidencia, crece en proporcidon con las cardiopatias congénitas en
general, pero no se puede descartar de que exista un factor que eleve la incidencia de

este subgrupo de cardiopatias congénitas en nuestra poblacion.
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La proporcion de diagnosticos de cardiopatias conotruncales es igual a la reportada a
nivel internacional (23, 41), siendo la Tetralogia de Fallot la cardiopatia congénita
conotruncal mas frecuente en la poblacion estudiada, seguido de la transposicion de los
grandes vasos, doble salida de ventriculo unico, tronco arterioso y atresia pulmonar con

comunicacion interventricular.

Se aislaron los casos de cardiopatia congénita conotruncal del 2019, obteniendo las
siguientes frecuencias: Tetralogia de Fallot: 18 casos (72%), transposicién de los
grandes vasos sin ventriculo unico: 5 casos (20%), tronco arterioso: 0 casos (0%), doble
tracto de salida del ventriculo derecho: 2 casos (8%), atresia pulmonar con comunicacién

interventricular: 0 casos (0%), arco aértico interrumpido tipo B: 0 casos (0%).

El indice de mortalidad de los pacientes con cardiopatia congénita conotruncal es del
24.8%, la cual es superior a los reportes internacionales (3) que reportan entre el 6 —
16% de mortalidad. Siendo los pacientes con tronco arterioso los que presentan mayor
mortalidad, seguido de transposicién de los grandes vasos, doble tracto de salida de

ventriculo derecho, atresia pulmonar con CIV y finalmente tetralogia de Fallot.

Tabla 13. Tasa de letalidad de cardiopatias congénitas troncoconales en la peninsula de
Yucatan.

Cardiopatia Congénita No. De Casos Casos Fallecidos Tasa de letalidad (por
Conotruncal 100 casos)
Tetralogia de Fallot 37 3 8.1
Transposicion de los 19 10 52.6

grandes vasos sin

ventriculo Unico

Tronco Arterioso 7 4 57.1
Doble Tracto de Salida 14 5 35.7
del Ventriculo Derecho

Atresia Pulmonar + CIV 24 3 12.5
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Reportamos una frecuencia de 8.3% de microdelecion en el locus 22911.2 en pacientes
con cardiopatia congénita conotruncal, lo cual esta en linea con lo publicado en otros
paises (Tabla 2). Siendo similar a las frecuencias reportadas por Estados Unidos de
America (5-10%), India (6%), China (6%). No existen reportes publicados de frecuencias
de sindrome 22g11.2 en México, ya sea en pacientes con o sin cardiopatia congénita
conotruncal, por lo que nuestros resultados ofrecen una primera aproximacion al estado

actual de la enfermedad.

No existen reportes de frecuencia del sindrome 22g11.2 en la peninsula de Yucatan, el
presente estudio comprueba que parte de la etiologia de las cardiopatias congénitas en
la region es de origen genético y que se requiere continuidad en el diagndstico para

profundizar sobre la etiologia.

En el presente estudio no se encontraron microduplicaciones del locus 22q11.2, esto
puede ser explicado debido a que es un sindrome gendmico poco frecuente con algunos

casos publicados en la literatura.

El abordaje del gen TBX17 en el locus 22g11.2 mediante reaccion en cadena de la
polimeraza en tiempo real fue implementado con éxito en el laboratorio, sin embargo se
requiere de mayor experiencia para mejorar las condiciones de la PCR y evitar
reprocesamientos. El abordaje con la tecnologia TagMan es menos complicada que el
abordaje con Syber Green, debido a que no requiere de curvas de calibracién y los
cebadores se encuentran estandarizados. El abordaje de TBX7 mediante gPCR podria
ser implementado como método de tamiz para los pacientes con cardiopatia congénita
conotruncal previo al estdndar de oro (microarreglos), sin embargo es necesaria la

realizacion de un ensayo clinico para la validacion.

El fenotipo de los pacientes diagnosticados con microdelecion 22q11.2 se encuentra un
paciente de sexo masculino de 7 anos de edad (paciente 6), originario de Quintana Roo,
sin antecedentes familiares de enfermedades cardiovasculares, con diagndstico

cardiovascular de transposicion de los grandes vasos, comunicacion interventricular.
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Ademas, presenta algunas dismorfias faciales descritas en el fenotipo sindromico.
Igualmente, una paciente de sexo femenino de 1 afio de edad (paciente 16), originaria
de Yucatan, sin antecedentes familiares cardiovasculares, con diagnostico de atresia
pulmonar, ademas de dismorfias caracteristicas del fenotipo sindromico. Notamos que
es mas frecuente la microdelecion en cardiopatias consideradas muy graves y con pobre
prondstico (transposicion de los grandes vasos / atresia pulmonar), en cambio, no se
encontrd la microdelecion en pacientes con otras cardiopatias congénitas conotruncales
de mejor prondstico. A diferencia de otros estudios, no encontramos la microdelecion en

pacientes con diagnostico de tetralogia de Fallot.

El diagndstico molecular permitira a las familias de los pacientes positivos tener un
diagnostico certero, dar seguimiento puntual a posibles comorbilidades
(inmunodeficiencia, hipocalcemia, enfermedades renales, trombocitopenia) que puedan
disminuir la calidad y la esperanza de vida de los pacientes. Igualmente esta reportado,
que un diagnostico molecular preciso ayuda a los cirujanos cardiovasculares a tener un

mejor abordaje quirurgico en caso de ser indicada cirugia. (11)

El presente estudio responde que un porcentaje de las cardiopatias congénitas en la
peninsula de Yucatan tiene etiologia genética y la importancia de su estudio. Sin
embargo, las cardiopatias congénitas tienen etiologia multifactorial, y son necesarios
estudios avanzados de relacion gen — ambiente para explicar la importante incidencia de
esta malformacion en la peninsula de Yucatan. Sin embargo, tenemos como limitante la
muestra pequena, aunque estadisticamente representativa, y se puede plantear realizar
el estudio al resto de los miembros de la poblacién con diagnéstico confirmado de
cardiopatia congénita conotruncal. Seria conveniente realizar estudios de confirmacion
a través de citogenética molecular (FISH o aCGH) para el calculo de sensibilidad y
especificidad como método de tamiz para sindrome 22g11.2. Asi mismo se plantea
agregar mas sondas de la regidn de interés para poder encontrar aquellos pacientes que
tengan una microdelecion en el locus 22q11.2, pero que no involucre al gen TBX1, con

las implicaciones de elevacion de costos e interpretacién de resultados mas complejos,
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que permitan genotipificar de manera mas precisa a los pacientes y realizar asociacion

genotipo — fenotipo.

CONCLUSIONES

Posterior al analisis de la dosis génica del gen TBX1 en la region 22q11.2 en pacientes
con cardiopatia congénita conotruncal, de los 24 pacientes analizados, 2 mostraron

diferencia disminuida en el numero de copias con una prediccion a microdelecion.

Sugerimos que la microdelecidén es mas probable en aquellos pacientes con cardiopatia
congénita conotruncal grave (trasposicion de los grandes vasos / atresia de arterias

pulmonares).

Basados en estas conclusiones de trabajo, se sugiere progresar hacia una siguiente
etapa de investigacion donde se comparen nuestros hallazgos con el estandar de oro
(FISH) y un disefio metodologico que permita proponer este estudio como método de
diagndstico para los pacientes con sospecha de sindrome 22g11.2, permitiendo asi un
diagnostico oportuno, prevencion de comorbilidades y que el conocimiento cientifico
obtenido sea de utilidad en el tratamiento integral de los pacientes con cardiopatia

congeénita.
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Nombre del estudio:
Patrocinador externo (si aplica)*:
Lugar y fecha:

Numero de registro institucional:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar en el

estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas de

tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Declaracion de consentimiento:

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

Carta de consentimiento informado para participacion en
protocolos de investigacion (padres o representantes
legales de niilos o personas con discapacidad)

Identificacién de microdeleciones y microduplicaciones en el locus 22q11.2 en pacientes con
cardiopatia congénita conotruncal mediante gPCR

No aplica

Se invita a su hijo a participar en un estudio que ayudara a explicar el origen de su enfermedad en
el corazén al buscar variaciones en su material genético. Lo anterior permitira realizar un
diagndstico especifico en su hijo, ayudar a su médico a tomar mejores decisiones de tratamiento y
saber si esta condicion puede heredarse.

Si usted acepta que su hijo participe en el estudio, se le hara un cuestionario sobre algunos datos
que le tomara 10 minutos de su tiempo y se le tomara muestra de sangre equivalentes a unas
gotitas. Si su hijo tiene menos de seis meses de edad, esta puncién se realizara en el talén; si su
hijo tiene mas de seis meses de edad, la muestra se obtendra de una vena del codo.

Las molestias del estudio consisten exclusivamente en la puncion que se requerira para obtener la
sangre, no tiene costo alguno y las preguntas que se le haran podrian resultar incomodas, pero
puede negarse a contestarlas en cualquier momento. El riesgo que existe es que después de la
puncién permanezca un moretdn pequefio que en dias posteriores debe desaparecer, menos
frecuentemente infeccion del sitio, dafio a nervio o fistula arteriovenosa.

Este estudio le proporcionara informacion acerca de la enfermedad de su hijo, ademas de que los
resultados aportaran informacion nueva e importante sobre que tan frecuentemente se presentan
los dafios en los genes que se estan estudiando.

Nos comprometemos a comunicarle los resultados del estudio en cuanto estén disponibles, estos
se le entregaran de manera personal. Si durante el desarrollo del estudio surge informacién
importante acerca de opciones de tratamiento que sean mas efectivas, el equipo de investigadores
se compromete a brindarle dicha informacion.

Usted tiene le derecho de realizar preguntas o retirar a su hijo(a) de la intervencién en el momento
que usted lo considere; asi mismo es libre de decidir si su hija(a) participa en este estudio sin que
esto afecte la atencion que recibe del IMSS

No se identificara la participacion de su hijo(a) en las presentaciones o publicaciones que deriven
de este estudio y los datos personales seran manejados en forma confidencial y anénima, solo
podran ser vistos por el investigador principal y colaboradores, no se utilizara el nombre de su hijo(a)
ni sus iniciales y no se podra asociar la participacion con los resultados de las mediciones
sanguineas o corporales. Los datos obtenidos seran resguardados por los investigadores en
archivos privados a los que solo los investigadores tienen acceso.

Si durante el desarrollo del estudio surge informacién importante acerca de opciones de tratamiento
que sean mas efectivas, el equipo de investigadores se compromete a brindar dicha informacion a
los participantes junto su padre o tutor. Los datos personales seran codificados y protegidos de tal
manera que solo pueden ser identificados por los Investigadores de este estudio o, en su caso, de
estudios futuros. Las muestras seran almacenadas por los investigadores por el tiempo que usted
autorice.

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

I:I No acepto que mi familiar o representado participe en el estudio.

I:I Si acepto que mi familiar o representado participe y que se tome la muestra solo para este estudio.

I:I Si acepto que mi familiar o representado participe y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros, conservando
su sangre hasta por afios tras lo cual se destruira la misma.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigadora o Investigador Responsable:

Dra. Carolina Elizabeth Medina Escobedo (Matricula 10632905, UMAE Yucatan, Teléfono
9999225656 Extension 61677)
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Colaboradores: Dr. Juan Carlos Zenteno Ruiz (Instituto Conde de Valenciana, Ciudad de México. Teléfono:
5554421700)
Dr. Félix Julian Campos Garcia (Matricula 98360914, UMAE Yucatan, Celular 9993701913)

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité de Etica de Investigacion en Salud del CNIC del
IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69
00 extension 21230, correo electrénico: comiteeticainv.imss@gmail.com

Nombre y firma de ambos padres o Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
tutores o representante legal
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Clave: 2810-009-014
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLO DE INVESTIGACION
(NINOS, ADOLESCENTES O PERSONAS CON DISCAPACIDAD)

Nombre del estudio:

Identificacion de microdeleciones y microduplicaciones en el locus 22q11.2 en pacientes
con cardiopatia congénita conotruncal mediante qPCR

Lugar y fecha:

Numero de registro institucional:

Justificacion y objetivo del estudio:

Se me invita a participar en un estudio que ayudara a explicar el origen de mi enfermedad
en el corazon al buscar variaciones en mi material genético; lo anterior permitira realizar
un diagnostico especifico de mi enfermedad, ademas de que ayudara a los médico a tomar
mejores decisiones de mi tratamiento y saber si esta enfermedad se puede heredar..

Procedimientos:

Si acepto participar en el estudio, se me hara un cuestionario sobre algunos datos que me
tomara 10 minutos llenarlo y se me tomara una muestra de sangre de una de las veas del
codo.

Posibles riesgos y molestias:

Se me ha explicado que las molestias del estudio consisten exclusivamente en la puncién
que se requerira para obtener la sangre, que no tiene costo alguno y que las preguntas
que se me haran podrian resultarme incomodas, pero puedo negarme a contestarlas en
cualquier momento. El Unico riesgo que existe es que después de la punciéon permanezca
un moretdn pequeno que en dias posteriores debe desaparecer.

Posibles beneficios que recibiras al
participar en el estudio:

Este estudio me proporcionara informacion acerca de mi enfermedad, ademas de que los
resultados aportaran informacion nueva e importante sobre que tan frecuentemente se
presentan los dafios en los genes que se estan estudiando.

Informacion sobre resultados y
alternativas de tratamiento:

Los investigadores se comprometen a comunicarme los resultados del estudio en cuanto
estén disponibles, se me proporcionaran de manera personal acompafado de mi padre,
madre o tutor.

Participacion o retiro:

Tengo el derecho a realizar preguntas o aclarar dudas acerca de los procedimientos que
se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la
investigacion. Me han hecho saber que tengo derecho de retirarme del estudio en
cualquier momento en que lo desee o que mi padre o tutor lo considere conveniente, sin
que ello afecte mi situacion como derechohabiente de IMSS.

Privacidad y confidencialidad:

No se identificara mi participacion en las presentaciones o publicaciones que deriven de
este estudio y mis datos personales seran manejados en forma confidencial y anénima,
solo podran ser vistos por el investigador principal y colaboradores, no se utilizara mi
nombre ni mis iniciales y no se podra asociar mi participacion con los resultados de mis
mediciones sanguineas o corporales.

Si durante el desarrollo del estudio surge informacién importante acerca de opciones de
tratamiento que sean mas efectivas, el equipo de investigadores se compromete a brindar
dicha informacién a los participantes junto con tu padre o tutor. Las muestras seran
almacenadas por los investigadores por el tiempo que usted autorice.

Declaraciéon de consentimiento:

Después de haber leido y habiendoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

L]
[]
[]

No acepto participar en el estudio.
Si acepto participar y que se tomen la muestras solo para este estudio.

Si acepto participar y que se tomen la muestras para este estudios y estudios futuros, conservando mi sangre
hasta por dos afos tras lo cual se destruira.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable:

Dra. Carolina Medina Escobedo, médico no familiar adscrita a la Unidad de Investigacién de la
Unidad Médica de Alta Especialidad, Mérida, Yucatan. Teléfono: 922 56 56 ext. 61677 de lunes
a viernes de 8:00 a 14:00 hrs. Correo carolina.medina@imss.gob.mx

Colaboradores:

Dr. Juan Carlos Zenteno Ruiz (Instituto Conde de Valenciana, Ciudad de México. Teléfono:
5554421700)
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Dr. Félix Julian Campos Garcia, estudiante de maestria de ciencias médicas en la Unidad de
Investigacién de la Unidad Médica de Alta Especialidad, Mérida, Yucatan. Teléfono: 922 56 56
ext. 61677 de lunes a viernes de 8:00 a 14:00 hrs. Correo felixcampos@gmail.com

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion de
la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP
06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extensién 21230, Correo electrénico: comiteeticainv.imss@gmail.com

Nombre y firma del participante

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1

Nombre, direccion, relacién y firma

Testigo 2

Nombre, direccién, relacion y firma
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Identificacién de microdeleciones y microduplicaciones en el locus 22q11.2 en pacientes con cardiopatfa congénita
conotruncal mediante gPCR
Medina-Escobedo Carolina,' Campos-Garcia Félix-Julian.! Zenteno Ruiz Juan,?
'Unidad de Alta Especialidad HE- CMN “Ignacio Garcia Téllez” Mérida, Yucatan.
2Laboratorio de Genética, Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”.
Anexo 2: Hoja de recoleccion de datos

FECHA: No. Consecutivo

NOMBRE:

NSS:

SEXO: EDAD:

DIRECCION:

TELEFONOS:

DIAGNOSTICO CARDIOLOGICO:

Criterios de Inclusion Criterios de Eliminacion
Edad: recién nacidos hasta 15 Sicumple | Pacientes con diagnoéstico Si
anos de edad. confirmado de otro sindrome
No cumple | genetico. (ejemplo: sindrome de No
Down).
Sexo: masculino/femenino Masculino | Madre con diabetes gestacional, Si
y fenilcetonuria o exposicion al acido
Femenino .. No
retinoico.
Asentimiento firmado (Segun el | Si
caso) No
Carta de consentimiento Si

informado firmado por el tutor. No

Arbol Genealégico
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Nombre de la Madre:

Edad:

Lugar de Origen:

Nombre del Padre:

Edad:

Lugar de Origen:

Valoracion Cardiovascular

Tipo de Estudio para el Diagnéstico: Ecocardiograma / TAC / IRM / Angiografia / Cirugia / Patologia

Tipo de Cardiopatia Congénita

Tetralogia de Fallot.

Transposicion de los grandes vasos.

Tronco arterioso.

Doble tracto de salida del ventriculo derecho.

Atresia pulmonar.

Arco adrtico interrumpido tipo B.

CARIOTIPO:

Resultado qPCR: Microduplicacién Microdelecién

Exploracién Fisica
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~ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
@ DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

Dictamen de Aprobado

Comité Local de Investigacion en Salud 3203.
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES DEL CENTRO MEDICO NACIONAL LIC. IGNACIO GARCIA TELLEZ

Registro COFEPRIS 17 Cl 31 050 033
Registro CONBIOETICA CONBIOETICA 31 CEI 005 2017121

FECHA Miércoles, 11 de diciembre de 2019

Dra. Carolina Elizabeth Medina Escobedo

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo Identificacién de microdeleciones y
microduplicaciones en el locus 22q11.2 en pacientes con cardiopatia congénita conotruncal mediante gPCR
gue sometid a consideracién para evaluacion de este Comité, de acuerdo con las recomendaciones de sus
integrantes y de los revisores, cumple con la calidad metodolégica y los requerimientos de ética y de investigacion,
parlo que el dictamenes APROBAD O:;

Namero de Registro Institucional
R-2019-3203-019

De acuerdo a la normativa vigente, debera presentar en junio de cada afio un informe de seguimiento técnico acerca

L
ROBERTO ABRAHAM BETANGOURT ORTI, -

IMSS

SECLHIDAD Y SOLIEAR DAD SO0
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