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GLOSARIO

Alelo: Es cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen que
se diferencian en su secuencia y que se puede manifestar en modificaciones
concretas de la funcion de ese gen.

Alteraciones monogénicas/ Enfermedades monogénicas: Son enfermedades
hereditarias causadas por la mutaciéon o alteracion en la secuencia de ADN de un
solo gen.

Amplificacion multiple de sondas dependientes de ligaciéon: Método
semicuantitativo para el analisis selectivo de los cambios en el numero de copias
del ADN. Esta técnica utiliza una variacion de la reaccion en cadena de polimerasa
multiplex, que permite que multiples objetivos puedan ser amplificados con
solamente un par de primers.

Aneuploidias cromosémicas: Es una alteracion cromosdmica de tipo numeérica
en donde la cantidad de cromosomas presentes en una célula u organismo
difieren de su forma salvaje. En seres humanos se consideran los casos en donde
el numero de cromosomas es diferente a 46 (2n). Este grupo de alteraciones no
incluye las diferencias de sets completos cromosémicos (multiplos de n).

Anomalias congénitas: Se trata de alteraciones estructurales o funcionales,
como los trastornos metabdlicos, que ocurren durante la vida intrauterina y se
detectan durante el embarazo, en el parto o en un momento posterior de la vida.

Anomalias congénitas mayores: Son Anomalias congénitas que comprometen
significativamente el funcionamiento corporal, reducen la expectativa de vida y
requieren intervenciones tempranas y ocasionalmente de urgencias para su
manejo.
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Anomalias congénitas menores: Son Anomalias congénitas que no
comprometen significativamente el funcionamiento corporal, no tienen impacto
sobre la expectativa de vida, y en la mayoria de casos su compromiso es de
caracter estético.

Anomalias cromosémicas / cromosomopatias: Son alteraciones en el numero
0 en la estructura de los cromosomas.

Bucle cardiaco: Estadio de la cardiogénesis en donde se da el plegamiento del
tubo cardiogénico primitivo.

Campo cardiogénico: Espacio en donde se localizan las células progenitoras
cardiacas en el mesodermo esplacnico al inicio de la cardiogénesis.

Cardiogénesis: Proceso del desarrollo embriolégico del corazén.

Cardiopatias congénitas: Alteraciones del corazén y los grandes vasos que se
originan antes del nacimiento.

Cariotipo: Es el patron cromosémico de una especie expresado a través de un
cbdigo, establecido por convenio, que describe las caracteristicas de sus
cromosomas.

Células progenitoras cardiacas: Grupo de células de origen epiblastico
encargadas del desarrollo del corazon.

Citogenética: Campo de la genética que comprende el estudio de la estructura,
funcién y comportamiento de los cromosomas.

Cresta neural: Una estructura discreta que existe transitoriamente en etapas
tempranas del desarrollo embrionario de vertebrados. La poblacién de células que
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conforman la cresta neural son de caracter migratorio multipotencial que
contribuyen a un amplio rango de derivados de los embriones de vertebrados.

Defecto septum atrial/l Comunicacién interauricular: Cardiopatia congénita
caracterizada por la presencia de defectos en tabique interauricular.

Defecto del septum atrioventricular: Cardiopatia congénita caracterizada por la
presencia de defectos en tabique atrioventricular.

Defecto septum ventricular/ Comunicacidon interventricular: Cardiopatia
congénita mas frecuente, caracterizada por el cierre inadecuado del tabique
interventricular.

Deleciones: Tipo especial de anomalia estructural cromosémica que consiste en
la pérdida de un fragmento de ADN de un cromosoma.

Dextraposicién de la aorta/ cabalgamiento de la aorta: Cardiopatia congénita
donde la aorta se posiciona directamente sobre un defecto ventricular septal, en
vez de sobre el ventriculo izquierdo.

Ductus arterioso persistente: Es la persistencia, después del nacimiento, de la
comunicacion que normalmente existe entre el sistema arterial pulmonar y la aorta
durante la vida fetal, denominada ductus arteriosus.

Duplicaciones: Tipo especial de anomalia estructural cromosdmica que consiste
en la repeticion de un fragmento de ADN a continuacién del fragmento original en
un cromosoma.

Enfermedad multifactorial: Las enfermedades multifactoriales también son
llamadas poligénicas, son patologias causadas por la influencia combinada de
diferentes factores ambientales y alteraciones en varios genes.
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Epigenética: Estudio de elementos funcionales que regulan la expresién génica
de una célula sin alterar la secuencia de ADN.

Estenosis pulmonar: Trastorno de valvula cardiaca, caracterizada por el
estrechamiento de la valvula pulmonar.

Fenotipo: Hace referencia a los rasgos observables de un individuo, que ocurren
como resultado de la interaccion de su genotipo y el ambiente.

Gen: Secuencia de ADN que codifica un producto funcional. Es la unidad
molecular de la herencia genética.

Genoma: La totalidad del material genético que posee un organismo o una
especie en particular.

Gendmica: Conjunto de disciplinas que estudian los genes, su funcionamiento,
alteraciones y aplicaciones en la terapia génica moderna.

Genotipo: Informaciéon genética de un organismo.

Haplotipo: Grupo de genes de un organismo heredados de un solo padre.

Heterocigoto: Se refiere a la composicibn genética de una caracteristica
especifica en un organismo diploide, en donde los alelos heredados para ese gen
en particular son diferentes.

Hibridacion gendémica comparativa : Es un método de citogenética molecular
para analizar las variaciones en el numero de copias (CNV) en relacién con el
nivel de ploidia del ADN de una muestra en comparacion con una muestra de
referencia.
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Hipertrofia ventricular: Enfermedad que consiste en un aumento del grosor del
musculo cardiaco (miocardio) que conforma la pared ventricular.

Homocigoto: Se refiere a la composicion genética de una caracteristica
especifica en un organismo diploide, en donde los alelos heredados para ese gen
en particular son iguales.

Incidencia: Numero de casos nuevos de una enfermedad en una poblacion
determinada y en un periodo determinado.

MicroARN: es un ARN monocatenario, no codificante, con una longitud entre 21 y
25 nucledtidos, que tiene la capacidad de regular la expresion de otros genes.

Microdelecion: Delecidon cromosémica que puede abarcar varios genes, menor a
5 millones de pares de bases (5 Mb), o que debido a su tamafio pequefio no son
detectadas mediante métodos convencionales citogenéticos o cariotipo de alta
resolucion.

Microduplicacién: Ganancia cromosémica que puede abarcar varios genes, que
debido a su tamafio pequefio no es detectada mediante métodos convencionales
citogenéticos o cariotipo de alta resolucién.

Monosomias: Anomalia cromosdmica caracterizada por la pérdida de un
cromosoma, produciendo un complemento cromosémico 2n - 1

Mosaico: alteracién genética en la que, en un mismo individuo, coexisten dos o
mas poblaciones de células con distinto genotipo (dos o mas lineas celulares),
originadas a partir de un mismo cigoto.

Mutacion: Es la alteracion permanente de la secuencia de nucledtidos del
genoma de un organismo Vivo.

20



Prevalencia: Proporcion de individuos de un grupo o una poblacién que presentan
una caracteristica o evento determinado en un momento o en un periodo
determinado.

Sindrome: Patologias con grupo de signos y sintomas (anomalias congénitas)
caracteristicos, los cuales todos se explican por una causa etiologia comun.

Tetralogia de Fallot: Cardiopatia congénita cianosante, caracterizada por la
presencia de cuatro malformaciones que dan lugar a la mezcla de sangre arterial
con sangre venosa.

Trisomias: Anomalia cromosémica caracterizada por la ganancia de un
cromosoma, produciendo un complemento cromosémico 2n + 1.

Tubo cardiogénico primitivo: Nombre que recibe el corazén primitivo formado a
partir del dia 19 del desarrollo embrionario, que se caracteriza por su aspecto
tubular.

Variantes de copia numérica: Se refiere al rasgo genético que involucra la
cantidad de copias de un gen particular, presente en el genoma de un individuo.
Las variantes genéticas, incluidas las inserciones, deleciones y duplicaciones de
segmentos de ADN, también se denominan colectivamente variantes de copia
numeérica.
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1.1. RESUMEN

Introduccion: las cardiopatias congénitas son todos los defectos estructurales o
funcionales del corazén que se encuentran presentes al momento del nacimiento.
Estos defectos se originan por la formacion anormal del corazén o de los grandes
vasos sanguineos, presentando una incidencia mundial que varia entre 8 a 75 por
cada 1000 recién nacidos vivos. De estas condiciones la tetralogia de Fallot es la
cardiopatia congénita cianosante mas frecuente, siendo responsable de 5-8% de
todas las cardiopatias y en 1 de cada 10.000 nacidos vivos. Con la evolucion de
las técnicas de diagndstico como la hibridacidn genémica comparativa, nuevas
anormalidades submicroscépicas han sido reconocidas como una importante
causa. Este proyecto de investigacidon busca identificar microdeleciones y
microduplicaciones reportadas como asociadas a cardiopatias complejas tipo
tetralogia de Fallot mediante la aplicacion de las pruebas de amplificacion de
sondas dependiente de ligandos multiples e hibridacion gendmica comparativa
array, en individuos atendidos en un centro de referencia de la ciudad de Cali en el
periodo 2011-2015. Metodologia: se identificaron los pacientes con diagndstico
de Tetralogia de Fallot, que fueron valorados por los servicios de cardiologia
pediatrica y genética clinica de la Fundacién Clinica Valle del Lili durante el
periodo comprendido desde enero del aino 2011, hasta enero del afo 2015. A los
pacientes reclutados se les realizaron estudios de cariotipo bandeo G con el

proposito de identificar cromosomopatias asociadas a la presencia de cardiopatias
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complejas. Aquellos pacientes con resultado negativo fueron posteriormente
evaluados mediante las técnicas de amplificacion de sondas dependiente de
ligandos multiples para delecion 2211, y subsiguientemente mediante estudios de
Hibridacion Gendmica Comparativa Array, para la identificacion de
microdelecciones/duplicaciones que estén asociadas a la presencia de la
patologia a estudio. Resultados: Se identificarén 161 pacientes, de los cuales 35
participarén en el estudio. El cariotipo bandeo G identificd 29 individuos con
cariotipo normal, cuatro casos de trisomia del cromosoma 21; y dos casos de
mosaicismo genético entre los cuales se incluye un caso de mosaico de sindrome
de Down, con férmula cromosdmica 46,XX[23]/47,XX+21[2]; y un caso 46XX (46,
XX, der(7)t(7;14)(q36;921)[11/46, XX [99]). 31 pacientes son valorados mediante
amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples, de los cuales 9
presentaron hallazgos positivos para delecién de la region 22q11. A 14 pacientes
se les realizaron estudios de Hibridacion Genémica Comparativa Array, de los
cuales un caso de sindrome por delecibn 19p13.3, regidbn que también
compromete el gen STK11, asociado al sindrome de Peutz Jegher; tres casos de
sindrome por duplicacién 9934.3; y un caso de sindrome por delecién 18p-.
Conclusién: En los pacientes estudiados la causa etiologica mas importante
asociada a tetralogia de Fallot fue el sindrome por delecion 22q11. Se identificaron
4 casos (11.4%) de pacientes con trisomia 21; y 14 casos (40%) asociados a
sindromes por microdelecién o microduplicacién génica, de los cuales 9 casos
(25.7%) corresponden a sindrome por delecién 22g11. Adicionalmente en 5 casos

(14.3%) se identificaron microdeleciones o microduplicaciones en regiones
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previamente asociadas con fenotipo de tetralogia de Fallot (no sindrémica).

PALABRAS CLAVES: Cardiopatia congénita, Defectos congénitos,

Microdelecion, Microduplicacion, Variante de copia numérica.
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1.2. ABSTRACT

Introduction: Congenital heart diseases are all structural or functional defects of
the heart that are present at the time of birth. These defects are caused by the
abnormal formation of the heart or large blood vessels, presenting a worldwide
incidence that varies from 8 to 75 per 1000 live births; of these conditions tetralogy
of Fallot is the most frequent congenital cyanotic heart defect, being responsible of
5-8% of all congenital heart diseases and in 1 of every 10,000 live births. With the
evolution of diagnostic techniques such as comparative genomic hybridization, new
submicroscopic abnormalities have been recognized as an important cause. This
research project seeks to identify microdeletions and microduplications with
complex cardiopathies such as tetralogy of Fallot by Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification and Comparative genomic hybridization array in individuals
treated at a reference medical center in the city of Cali between the years 2011-
2015. Methodology: We identified patients with a diagnosis of Tetralogy of Fallot,
which were assessed by the services of pediatric cardiology and clinical genetics of
La Fundacion Clinica Valle del Lili, during the period from January 2011 to January
2015. The recruited patients underwent G-banding karyotype studies with the
purpose of identifying chromosomopathies associated with the presence of
complex cardiopathies. Those patients with negative result were subsequently

evaluated using Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification and
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Comparative genomic hybridization array for the identification of microdeletions /

duplications that are associated with the pathology under study.

Results: 161 patients were identified, of whom 35 participated in the study. G-
banding karyotype identified 29 individuals with normal karyotype, 4 cases of
trisomy of chromosome 21; and two cases of genetic mosaicism, among which is a
case of Down syndrome mosaic, with 46,XX[23]/47,XX+21[2] karyotype, and a
46XX (46, XX, der(7)t(7;14)(936;921)[1]/46, XX [99]) case. Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification was performed in 31 patients, of which 9 presented
positive findings for deletion of the 22q11 region. Comparative genomic
hybridization array was performed in 14 patients, of which one case presented
19p13.3 deletion syndrome, region that also involves the STK11 gene, associated
with the Peutz Jegher syndrome; three cases of 9934.3 duplication syndrome; and
a case of 18p- deletion syndrome. Conclusion: In the studied sample, the most
important etiological cause associated to tetralogy of Fallot was the 22911 deletion
syndrome. We identified 4 cases (11.4%) of patients with trisomy 21; and 14 cases
(40%) associated to microdeletion or microduplication syndromes, of which 9
cases (25.7%) correspond to 22q11 deletion syndrome. Additionally, in 4 cases
(11.4%) microdeletions and microduplications were identified in regions previously

associated with tetralogy of Fallot (non-syndromic).

KEY WORDS: Congenital Heart Disease, Birth Defects, Microdeletion,

Microduplication, Copy Variant Number.

26



2. INTRODUCCION

2.1. Planteamiento del problema

Las Cardiopatias congénitas (CHD) son todos los defectos estructurales o
funcionales del corazén que se encuentran presentes al momento del nacimiento
(1, 2). Estos defectos se originan por la formacién anormal del corazén o de los
grandes vasos sanguineos (3). Esta condicion tiene una incidencia mundial que
varia entre 8 a 75 recién nacidos vivos por cada 1000 (1, 2) y se evidencia en el
10% de los mortinatos, presumiéndose como causa importante de muerte fetal

temprana (4).

Los defectos incluidos dentro del grupo CHD varian de severidad, desde la
presencia de pequefas comunicaciones entre camaras cardiacas, que pueden
resolver de manera espontanea; hasta la presencia de malformaciones congénitas
mayores que requieren de multiples intervenciones quirurgicas antes de la edad
escolar; y que puede resultar en la muerte en utero, durante la infancia, o nifiez
(3). Entre los defectos complejos mas frecuentes se incluyen: tetralogia de Fallot
(TOF), Transposicidon de grandes vasos, defectos del septum atrioventricular

(AVSD), coartacion de aorta, y sindrome de corazon izquierdo hipoplasico (3).
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Las CHD son consideradas de alta importancia para la salud publica debido a su
alta incidencia, severidad clinica, y manejo clinico complejo. En algunos casos el
adecuado diagnéstico etiologico de las CHD es de gran importancia para proveer
un manejo clinico adecuado (5,6). Aproximadamente la mitad de las muertes
causadas por CHD ocurren durante la infancia, pero gracias a los avances en el
diagndstico prenatal, estrategias correctivas, y cuidado longitudinal; se ha logrado
reducir sustancialmente la mortalidad infantil. Actualmente, cerca del 75% de los
pacientes con CHD que sobreviven el primer afio de vida, viviran hasta la adultez
(4, 7, 8). Algunos estimados definen la prevalencia en adultos de CHD en
aproximadamente 3000 por millén, por lo cual se predice que aproximadamente
hay 21 millones de adultos viviendo con CHD, y se espera un incremento de esta

poblacién en un 5% anual (9).

La etiologia de las CHD en su mayor parte es desconocida y se hipotetiza que es
de origen multifactorial. Solamente al 15% de los casos de CHD se les puede
definir causa. Se reporta que las aneuploidias cromosdmicas son responsables del
8-13% de todos los casos de CHD (5, 9, 10), incluyendo, entre otros, la trisomia
13, trisomia 18, sindrome de Down, sindrome de Turner y sindrome de DiGeorge

(delecion 22g11), y las alteraciones monogénicas son causa del 3-5% (10).
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En los casos de CHD no sindromicas, el escenario es menos claro, siendo
aproximadamente el 2% de los casos atribuibles a factores ambientales
conocidos, siendo los demas casos considerados multifactoriales, donde factores

ambientales y genéticos interactuan en su etiologia (10, 11).

En las ultimas décadas se han identificado varias alteraciones monogénicas, y re-
arreglos submicroscopicos cromosémicos como causa de CHD sindrémicas y no
sindromicas (12-15). Con la evolucién de técnicas como la hibridacion genémica
comparativa (array CGH), nuevas anormalidades submicroscépicas conocidas
como variantes de copia numérica (CNV) han sido reconocidas como una
importante causa de CHD (9). CNV generalmente no son detectadas en estudios
citogenéticos clasicos o son detectados en estudios de Inmunoflurecencia In situ
(FISH) (16); Estudios como el array CGH vy la técnica de Amplificacién Multiple de
Sondas Dependientes de Ligacién (MLPA) son recomendados en la deteccion de
CNV, y actualmente son consideradas pruebas necesarias en individuos con
retraso del desarrollo, retardo mental, desordenes autistas, y anomalias
congénitas multiples. Sin embargo, su uso en CHD siguen siendo discutidos
debido a la falta de estudios realizados (16), principalmente en paises como

Colombia, donde el acceso a dicha tecnologia es limitada.
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Debido a las bajas tasas de aptitud reproductiva en pacientes con CHD vy la alta
mortalidad que se evidenciaba previamente en las CHD, los primeros estudios
genéticos de CHD familiar estaban sesgados hacia malformaciones no complejas
como los defectos del septum atrial (ASD), y los defectos del septum ventricular
(VSD). La mejora en el estado de salud y sobrevida de los pacientes con CHD, en
asociaciéon a los adelantos en la tecnologia gendmica, ha permitido a las
metodologias contemporaneas una oportunidad sélida para analisis genémicos
completos de todos los pacientes con CHD, incluyendo aquellos con

malformaciones esporadicas y complejas, como la TOF (4).

La TOF es la CHD cianosante mas frecuente, presentandose en 5-8% de todas las
cardiopatias y en 1 de cada 10.000 nacidos vivos (17-19). Esta anomalia se
caracteriza por la presencia de alteraciones anatdomicas fundamentales: defecto
septal ventricular, cabalgamiento de la aorta, obstruccion al tracto de salida del

ventriculo derecho e hipertrofia ventricular derecha (20).

En la literatura no se reportan estudios realizados en Colombia que busquen
caracterizar e identificar variantes moleculares asociadas a la aparicion de CHD,
particularmente en cardiopatias mayores como lo es TOF. Los estudios realizados
son escasos Yy los pocos reportados se enfocan en andlisis descriptivos o de

prevalencia (20, 21). A nivel internacional se han realizado varios aportes sobre el
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tema (4), pero dichos hallazgos puede que no se expresen de igual manera con
una poblaciéon con un genoma de caracteristicas unicas como el hallado en la
poblacion colombiana, especificamente en la que habita el sur occidente
colombiano, por lo que persisten incertidumbres sobre el conocimiento de la

etiologia molecular de esta condicidén en esta poblacion.

Este proyecto de investigacion busca aportar conocimiento nuevo desde las
ciencias basicas, especificamente la biologia molecular y la genética mediante la
identificacion de variantes gendmicas implementando técnicas de laboratorio
molecular como lo son el array CGH y MLPA, en una muestra de individuos con
TOF, atendidos en un centro médico de alta complejidad y de referencia del sur

occidente colombiano.
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2.2. Pregunta de investigacion

¢, Cuales son las microdeleciones y microduplicaciones asociadas a la aparicion de

tetralogia de Fallot en individuos del sur occidente colombiano?

2.3. Justificacion

CHD es la anomalia congénita mas frecuente en recién nacidos, también es una
de las causas mas frecuentes de mortalidad infantil y morbilidad a largo plazo (22,
23). Las anomalias cromosémicas, las variantes de copia numérica, las
alteraciones monogénicas, y la exposicion in utero, podran llegar a explicar
aproximadamente un 25% de los casos de CHD; entre los casos restantes existe

un componente de heredabilidad importante que se encuentra sin explicacién (24).

El desarrollo de nuevas técnicas moleculares y los avances en las ciencias
biolégicas implican un rejuvenecimiento en la investigacion acerca de la
morfogénesis cardiovascular (25). La identificacion de genes causales en formas
heredadas de CHD ha permitido distinguir hacia vias especificas de la enfermedad
y en el proceso proveer de conocimiento nuevo tangible sobre el desarrollo
cardiaco (2), que puede ser de utilidad en el diagndstico y consejeria genética de

individuos afectados.
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En la ciudad de Cali, en el periodo 2012—2013 en la Fundacién Clinica Valle del
Lili, institucion de referencia de cirugia cardiovascular y atencion de patologias de
alta complejidad, se registraron 1891 nacimientos de los cuales, el 7,4%
presentaron algun defecto congénito; de estos al 25.3% (58 pacientes) se les

identificd algun tipo de CHD (26).

Actualmente se desconoce el aporte de las microdeleciones y microduplicaciones
a las CHD, particularmente en las cardiopatias mayores como la TOF, en la
poblacion del sur-occidente colombiano. Al ser las CHD de alta importancia para la
salud publica debido a su alta incidencia, esto asociado a las caracteristicas
unicas presentadas por la poblacion del sur occidente colombiano debido a su
marcado antecedente histérico de mestizaje racial, es relevante el desarrollo de
estudios que permitan identificar especificamente las variantes genéticas

asociadas a la aparicion de estas patologias en esta poblacion.

Este estudio busca aportar conocimiento sobre las CNV presentes en CHD,
especificamente TOF, en la poblacion del sur occidente colombiano, permitiendo
el desarrollo de nuevas lineas de investigacion en CHD, e implementando
tecnologias para el diagnostico y consejeria genética de aquellos individuos

afectados por estas patologias.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Epidemiologia de las Cardiopatias Congénitas

Las CHD son alteraciones estructurales del corazén o de los grandes vasos que
presentan o tienen potencialmente el riesgo de un compromiso funcional. Las
cardiopatias congénitas son consecuencia de alteraciones en el desarrollo
embrionario del corazon, principalmente entre la tercera y décima semanas de la
gestacion (27). Estas son la principal causa de anomalias congénitas mayores,
aportando el 28% de los casos, siendo asi uno de los mayores problemas en salud

a nivel global (28, 29).

Las CHD son condiciones serias y comunes que tienen un impacto significativo en
la morbilidad, mortalidad, y en los costos a nivel del sistema de salud. En Estados
Unidos (USA) se reporta una incidencia entre 4 a 10 por cada 1,000 nacidos vivos
con un promedio de 8 afectados por 1,000 nacidos vivos (3). Se estima un minimo
de 40,000 infantes afectados cada afo, de los cuales el 25% (2.4 por 1,000

nacidos vivos) requeriran de tratamiento invasivo durante el primer afio de vida (3).

Durante el periodo comprendido entre el aino 1999 al ano 2006 se registraron 19.4
millones de decesos en USA, de los cuales el 0.21% (41,494 casos) estaban

relacionados con CHD, y el 48.1 % de estos ocurriendo en menores de 1 afio de
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edad (30). En Europa la prevalencia de esta condicién se ha establecido en 8 por
cada 1,000 recién nacidos vivos. Se estima que en la Unién Europea anualmente
36,000 nifios nacen con alguna CHD, y que otros 3,000 son diagnosticados, pero
fallecen por terminacion voluntaria del embarazo debido a la presencia de

anomalias congénitas (29, 31).

Van der Linde y colaboradores en el 2011 realizaron una revisién sistematica y
meta analisis de 114 articulos que incluyo 24°091,867 nacidos vivos. Este estudio
evidencio un aumento de la prevalencia mundial de CHD pasando de 0.6 /1,000
en el afno1930 a 9.1/1,000 en 1995, y establece que aproximadamente 1,35

millones de nifios nacen cada afo con CHD en el mundo (32).

En Latinoamérica, y especificamente en Colombia, los datos epidemioldgicos
sobre las CHD son menos claros. En estos territorios se cuenta con dos
importantes registros de vigilancia para malformaciones congénitas: el Registro y
Vigilancia Epidemiolégica de Malformaciones Congénitas Externas (RYVEMCE)
en México y el Estudio Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones
Congénitas (ECLAMC) que cubre la mayor parte de Sudamérica (33, 34). La
RYVEMCE ha descrito para México una tasa de 1 caso de CHD por 1,000 recién

nacidos vivos (33), y el ECLAMC de 2.3 por 1,000 recién nacidos vivos (34).
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En Brasil, durante el afio 2007 el 6% de los fallecimientos en menores de un afio
fueron causados por CHD (35). En el aino 2015 Pinto Junior y colaboradores
calcularon una incidencia de 25,757 casos nuevos por afo, con una ocurrencia de
CHD distribuidas en las diferentes regiones de Brasil de la siguiente manera,
norte: 2,758; noreste: 7,570; sureste: 70,112; sur: 3,329; medio-oeste: 1,987 (36).
Estudios de Caneo y colaboradores en la ciudad de Sao Paulo evidenciaron 7,155
decesos en infantes en el afio 2010, de los cuales el 8.48% (607 casos) la causa

subyacente eran CHD (37).

En Colombia Baltaxe y colaboradores en el 2006, realizaron un estudio
prospectivo de casos y controles registrando 44,985 neonatos nacidos en 11
hospitales colombianos durante el periodo entre el 1 junio del 2001 hasta el 30 de
abril del 2005. De los nacimientos reportados se identificaron 55 casos con CHD,

para una prevalencia calculada de 1.2 por 1,000 (38).

Para el ano 2013, se notificaron 4,540 casos para el evento de anomalias
congénitas a través del Sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) del
Instituto Nacional de Salud (INS). Para este evento las CHD fueron la anomalia
congénita con mayor numero de reportes contribuyendo un 17.67% (en el informe
original lo sitian como la segunda mas frecuente después del evento otras

malformaciones en un 25.26% de los casos) (39).
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En la ciudad de Cali (Colombia), en el Hospital Universitario del Valle, el mayor
centro de referencia de la red de salud publica de la ciudad, donde se remiten y
atienden a la mayoria de las mujeres embarazadas con patologias que necesitan
atencion de alta complejidad (40). Se registraron prevalencias para CHD de 4.2
por 10,000 recién nacidos en el periodo entre 1987 y 1988, y de 14.55 para el
periodo 2004 a 2008 (40, 41). Un estudio posterior realizados en dos instituciones
de esta ciudad, una institucion de atencién en salud de mediana complejidad y una
institucion de atencion de alta complejidad; se reportaron 7,140 nacimientos en un
periodo de 20 meses comprendidos entre los afios 2012 y 2013, lo que representa
el 15 % de todos los nacimientos de la ciudad (26). En el 3.1% (225 casos), se
presentd algun defecto congénito, de los cuales el 20% (66 casos) presentaban

CHD (26).

3.2. Conceptos contemporaneos en la Cardiogénesis

Para entender cdmo afectan las alteraciones genéticas la regulacion molecular de
procesos fisiopatoldgicos asociados a la apariciéon de CHD, particularmente en la
TOF, es importante comprender como se lleva a cabo el proceso del desarrollo
embriolégico cardiovascular, haciendo énfasis en el rol de los mecanismos
reguladores moleculares que intervienen en el desarrollo de la bomba cardiaca y

sus grandes vasos.
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La formacion del corazén requiere de la ejecucion de una serie eventos
moleculares y morfogenéticos precisamente organizados; en donde incluso la mas
sutil alteracion de estos puede generar consecuencias severas en la forma de
CHD. El curso de la formacion cardiaca en el embridn ha sido conocido por varias
décadas, sin embargo, era poco lo que se conocia sobre los genes que controlan
su desarrollo, hasta recientemente. La informacién obtenida de estudios en
modelos de organismos vertebrados e invertebrados han permitido identificar
genes asociados al control del desarrollo cardiaco, los cuales actualmente pueden

ser investigados como posibles responsables de CHD (42, 43).

La cardiogénesis en uno de los pasos mas tempranos e importantes del desarrollo
humano y se encuentra coordinado por familias celulares de progenitores
cardiacos, que constituyen diferentes regiones del corazén fetal (44). El sistema
cardiovascular inicia su desarrollo durante la tercera semana de edad gestacional,
momento del desarrollo en donde los requerimientos nutricionales del embrién no

son satisfechos exclusivamente por los procesos de difusion celular (45).

La serie de eventos que ocurren durante la cardiogénesis son: |. Especificacion de
células derivadas del mesodermo y de la cresta neural para programarse en el
linaje cardiaco, IlI. EI crecimiento y diferenciacion de estas células en
cardiomiocitos, y Ill. Su migracién y modelamiento morfogenético en el corazén

maduro (46).
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Las células progenitoras cardiacas son inducidas a partir de células del
mesodermo esplacnico que conforman el segmento anterior de la linea primitiva,
también conocida como mesodermo de placa lateral. Los cardiomiocitos surgen
como respuesta a factores estimulantes que se producen en poblaciones celulares
adyacentes como del endodermo visceral anterior, el endodermo definitivo,
ectodermo, y precursores de la notocorda (47). Las sefales de las células del
endodermo anterior estimulan la especificacion cardiaca, mientras que sefnales de
la placa neural, y del mesodermo somatico y axial inhiben la formacién cardiaca

(Ver figura 1.) (48, 49).

Los factores estimulantes de la cardiogénesis incluyen ligandos de Wnt y de Sonic
hedgehog (SHH), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), miembros de la
superfamilia factor de crecimiento transformante (TGF) nodal, y proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP). La regulacion inhibitoria se obtiene principalmente a
través de la via de sefalizacion Wnt, que es inhibida por su antagonista dickkopf1

(Dkk1) y crescent (Ver figura 1.) (49).

En los vertebrados, el programa transcripcional que guia la especificacion del
mesodermo esplacnico en mesodermo cardiogénico requiere de la participaciéon
de del factor de transcripcién T-box Eomesodermina (50). Durante la etapa de
aparicion de la linea primitiva en el embrién, Eomesodermina activa el factor de
transcripcion basico hélice-bucle-hélice mesodermo posterior 1 (Mesp 1)( 51) el
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cual induce la especificacion del mesodermo cardiogénico mediante la regulacion
decreciente de genes pluripotenciales y el aumento de expresion de factores de
transcripcion cardiogénico como el factor dedos de zinc Gata 4, el factor de
transcripcion homeobox clase NK (Nkx2.5), factor potenciador especifico de
miocitos  (Mef2), Smarecd3, y un cofactor transcripcional en el complejo

remodelador de cromatina SWI/SNF (49,52,53).

Nkx2.5 copera con factores de transcripcion tipo dedos de zinc de la familia GATA
para activar la expresion de genes cardiacos, estas dos clases de factores de
transcripcion cardiacos también se regulan el uno al otro a través del refuerzo
mutuo de circuitos de retroalimentacion positiva. En estudios realizados en
moscas se encontré que la expresion del gen homeobox tinman, quien presenta
funcién homologa a Nkx2.5, es necesario para la especificacion del linaje cardiaco
y activa directamente la transcripcion de genes de la familia del factor potenciador
especifico de miocitos (Mef2), quien codifica factores de transcripcién que

controlan la diferenciacion de miocitos (43).

Nkx2.5 y Mef2c, integrante de la familia Mef2, se expresan temprano durante la
cardiogénesis, son capaces de homodimerizar, unir ADN, y regular genes cardio-
especificos comunes como factor natriurético atrial (ANF). Adicionalmente, ambos
factores interactuan y cooperan en la regular la transcripcién de otros factores de

transcripcion. Hand2 y Gata4. Nkx2.5 y Mef2c han demostrado participar en un
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ciclo de control positivo transcripcional que inicia la cardiomiogénesis, por lo que
se hipotetiza que ellos cooperan regulando diferentes aspectos del programa

cardiaco (Ver figura 1.) (54).
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Figura 1. Induccién molecular de células progenitoras. Se observa induccién de células del
mesodermo esplacnico por parte de reguladores moleculares de los tejidos aledanos. Senalizacion
de Wnt por parte del neuroectodermo (ne) inhibe la formacion de mesodermo cardiogénico, Nogina
y Cordina de la notocorda (ntc) inhiben la sefial Wnt permitiendo la diferenciacién a mesodermo
cardiogénico. Sefiales endodérmicas de BMP, FGF, SHH permiten el inicio de la diferenciaciéon
cardiaca mediante la activacion de genes que codifican factores de transcripcion como Nkx2-5,
Gata4/5/6, Tbx5, y Mef2c. — Grafico original de Rana y col. (2013) modificado por autor (49).
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3.3. Campos cardiogénicos

Una vez se induce la formacion de las células progenitoras cardiogénicas, estas
migran en sentido craneolateral para formar dos campos bilaterales para la
formacion del corazoén (49, 55 ,56). Un primer conglomerado celular se agrupa en
forma de herradura o luna creciente craneal a las crestas neurales (cresta
cardiaca), estableciendo el campo cardiogénico primario (PHF). Este grupo dara

origen a la estructura del ventriculo izquierdo (57).

Para que se produzca la formacion de los campos cardiogénicos, las células
progenitoras cardiacas van a depender de la expresiéon del gen Mesp1. Las
primeras células en expresar Mesp 1 conformaran el PHF, responsable de formar
la herradura cardiaca. Una posterior segunda onda de expresion de Mesp 1
produce a los progenitores cardiacos del campo cardiogénico secundario (SHF) a
partir de células que residen en el mesodermo esplacnico ventral a la faringe. Esta
segunda poblacién celular se localizara anterior y medial a las células del PHF y
es la responsable del desarrollo de los atrios, ventriculo derecho y el tracto de

salida (conus cordis y tronco arterioso) (57).

A medida que las células del PHF se diferencian y proliferan durante el proceso de
desarrollo del tubo cardiaco linear, las células del SHF permanecen en un estado
indiferenciado de progenitor miocardico y se posicionan dorsalmente al tubo

cardiaco (57,58). Estudios de linaje realizados en embriones de ratones y pollos
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han demostrado que las células de PHF contribuyen principalmente al desarrollo
del ventriculo izquierdo, con pequenas contribuciones al atrio, mientras que el SHF
células progenitoras de su segmento anterior originan el ventriculo derecho y
tracto de salida, mientras que células de su segmento posterior actian como
precursores del atrio y del tracto de entrada (59-65). Los progenitores del SHF
exhiben un aumento de la proliferacion y retardo en el proceso de diferenciacion
celular en comparacién a los progenitores del PHF, diferenciandose a medida que
contribuyen a la formacién de los polos venoso y arterial del tubo cardiaco linear,

promoviendo su elongacion (Ver figura 2.) (56, 66).

Las células del PHF se pueden identificar por la expresion de una primera ola de
Nkx2.5, y por Thx5 (67, 68). Igualmente se ha identificado la expresion del gen
para canal de iones HCN4, el cual se reporta es especifico para el PHF, y permitié
identificar al nodo atrioventricular y partes del sistema conductor primitivo
cardiaco, como derivados del PHF (69,70). El SHF se caracteriza por la expresion
del factor de transcripcion Islet 1(Isl1) (63, 67, 71), y Tbx1 el cudl se ha
demostrado coordina la contribucion de SHF a los dos polos del tubo cardiaco
linear (73). Otros genes expresados por SHF incluyen Prdm1, Pitx2, Six1, Fgf8, y
Fgf10 (58, 63-66,73, 74). A medida que progresa el proceso de diferenciaciéon
cardiaca, durante la adiciéon de células del SHF al tubo cardiaco, estos genes
disminuiran su expresion a medida que se activa una segunda linea de factores de
transcripcion, donde se incluyen los genes Nkx2.5, Gata4 y Mef2c, previamente

descritos (Ver Figura 2 'y 3) (59, 64).
43



La diferenciaciéon tardia y proliferacion continia de los progenitores de SHF son
regulados por FGF, SHH, y vias de sefializacion Wnt/ B- catenina. Fgf8 ha sido
identificado como la molécula necesaria para inducir la cardiomiogénesis en el
SHF. Otros miembros de la familia FGF como Fgf3 y Fgf10 también han sido
asociados en el desarrollo de SHF (75). SHH se expresa en el endodermo
faringeo adyacente, y es necesario para la proliferacion de SHF (76), mediante la
activaciéon un set de factores de transcripcion tipo cabeza de horquilla, que incluye
a los factores Foxa2. Foxc1, y Foxc2; quienes a su vez activan Thbx1 (77, 78).
Thx1 es critico para regular la proliferacion mediante la activacion de Fgf3, Fgf8, y
Fgf10, e impactando negativamente la diferenciacion mediante la inhibicion de
Mef2c y Factor de respuesta al suero (SRF) (49, 79-85). Las vias de sefalizacién
Wnt/ - catenina activan la proliferacion de SHF en embriones de raton y
promueven la multipotencialidad de los progenitores /s/1 derivados de células

madre embrionarias (Ver figura 4) (57, 86, 87).

Islt 1 es el marcador por excelencia del SHF, su presencia ha sido identificada en
la cresta cardiaca, y en la ausencia de Nkx2.5, su expresion permite la
diferenciacién de células miocardicas en este estadio temprano del desarrollo
cardiaco, hasta estadios mas avanzados, lo que sugiere que dicha regulacion
actua en ambos campos cardiogénicos (53,88). Islt1 ha sido previamente

reportado en PHF, sin embargo, en estudios como el realizado por Cai y

44



colaboradores en el 2013, demuestran que en modelos knock-out, el fenotipo

expresado refleja principalmente problemas a nivel de los derivados del SHF (49,

53, 63).
Cranial OFT
| ~
Caudal 1 r\ A
D Campo cardiogénico primario ~

i Campo cardiogénico secundario SV

Cresta cardiaca Tubo cardiaco primitivo

PHF SHF

Mesp1 Isl1
Nkx2.5 Tbx1
Tbxd Prdm1

REGULADORES Fgfs

Figura 2. Reguladores moleculares y distribucion de los campos cardiogénicos en el tubo
cardiogénico primitivo. Obsérvese las estructuras clasicas derivadas de los campos
cardiogénicos primario y secundario, al igual que el listado de la Primera y segunda linea de
factores de transcripcidon. SV: seno venoso, A: atrio, V: ventriculo primitivo, OFT: tracto de salida. —
grafico original de Paige y col. (2015) modificado por autor (57).
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Figura 3. Via de regulaciéon molecular de los campos cardiogénicos. PHF: Campo
cardiogénico primario, SHF: campo cardiogénico secundario. — Grafico original de Paige y col.
(2015) modificado por autor (57).
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3.4. Cresta neural y contribucién proepicardica

Células de otros linajes embrionarios también contribuyen significativamente al
desarrollo de corazdn en conjunto a PHF y el SHF. La cresta neural post-6tica se
describe como la generadora de una poblacion celular denominada como la cresta
neural cardiaca, poblacion que migra del tubo neural en sentido dorsolateral hasta
alcanzar los arcos faringeos caudales, y posteriormente migra hacia el tracto de
salida cardiaco (89). Estas células son las responsables de establecer el septum
aortico pulmonar, que divide el tracto de salida en las arterias aortica y pulmonar; y
dan origen a células del musculo liso en la tunica media de ambos vasos en la

region distal del polo arterial (61, 90).

Estudios realizados durante la ultima década han revelado informacién importante
sobre los aportes de las células de la cresta neural a la cardiogénesis. Estudios
como los realizados por Arima y colaboradores han demostrado que células de la
cresta neural pre-ética contribuyen al desarrollo de la regién conotruncal y el
septum interventricular (91); adicionalmente, Escot y colaboradores identificaron el
factor derivado de células estromales-1 (SDF1) como un agente quimiotactico que
impulsa a las células de la cresta neural a migrar en sentido hacia los arcos
faringeos (92). Holler y colaboradores observaron una reduccion marcada en las
células derivadas de la cresta neural del tracto de salida posterior a la perdida de

expresion de Hand2 en modelos murinos (57,93).
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Farrell y colaboradores evidenciaron en modelos animales, donde se suprimieron
las células de la cresta neural cardiaca, la presencia de diferentes alteraciones
cardiacas que incluian tronco arterioso persistente, defectos en la alineaciéon del
polo arterial, y remanentes aberrantes de canales de calcio miocardico originados
por elevacion de Fgf8 (94). El despliegue coordinado de las células de la cresta
neural cardiaca y su relacién con las células del SHF se encuentra resaltado por
los requerimientos de senales Jagged-1/Notch del SHF para regular la expresién
de Fgf8, molécula esencial para la migracién de las células de la cresta neural
cardiaca y transicion endotelio-mesenquimatosa. (95, 96). Adicionalmente la
cresta neural cardiaca contribuye a la inervacion autondmica y sensitiva del

corazon (94).

Sobre los reguladores moleculares que determinan el desplazamiento de las
células del érgano proepicardico para cubrir la superficie del corazén en
desarrollo, es poco lo descrito en la literatura, sin embargo, estudios en embriones
de raton sugieren que interacciones entre integrinas a4 y moléculas de adhesion
vascular 1 (VCAM) son importantes para mantener el recubrimiento epicardico en
el embrion posterior al dia 11 de gestacion (97, 98). Algunas de estas células
pasan por un proceso de transicion epitelio mesenquimatosa e invaden el
miocardio subyacente. Algunos estudios han demostrado que accién de Notch 1
juegan un rol critico en este proceso al promover la migraciéon de progenitores
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vasculares atreves del miocardio compacto (99). Estas células entonces se
diferencian en fibroblastos cardiogénicos y células del musculo liso de las
coronarias (100, 101). Subpoblaciones especificas del proepicardio podrian

también contribuir al endotelio coronario (57, 102).

3.5. Tubo cardiogénico primitivo

Entre los dias 19 a 21 del desarrollo embrionario debido a la diferenciacion del
mesodermo esplacnico craneal, las propiedades contractiles del endodermo
subyacente, y los plegamientos del disco embrionario se produce un cambio
estructural a nivel de la cresta cardiaca, dando como resultado la apariciéon de un
corazon tubular (103,104). El corazén embrionario en este estadio esta compuesto
de una capa interna de endocardio, rodeado de una capa intermedia acelular de
gelatina cardiaca, y una capa externa de miocardio (103); es bilateralmente
simétrico, con su segmento caudal unido a las tributarias venosas, saco vitelino, y

placenta (49).

El corazén en su segmento posterior se separa de la pared ventral de la faringe a
medida que los precursores cardiacos se fusionan para formar el tubo cardiaco
primitivo, sin embargo, este persiste temporalmente adherido a la pared de la

cavidad celomica por medio del mesocardio dorsal. Con el desarrollo continuo de

50



los margenes laterales del tubo cardiaco, su desplazamiento a la linea media y su
desprendimiento de la pared celomica dorsal, se concluye la formacion y cierre del
tubo cardiogénico con la presencia del seno transverso pericardico que conecta
ambos extremos de la cavidad pericardica, y permite que el corazdn quede
suspendido en la cavidad toracica por medio de los vasos sanguineos en su
segmento craneal y caudal (Ver figura 5) (45,49). Durante este proceso la mayor
parte del mesodermo cardiogénico permanece indiferenciado, particularmente la
poblacién celular localizada en la porcion medial y posterior a la cresta cardiaca
(correspondiente al SHF) (65). Sin embargo, a medida que progresa el desarrollo
del tubo cardiogénico primitivo, estas células mantienen una alta tasa de
proliferacion y son anadidas gradualmente al corazén alargando el tubo
cardiogénico (precursores polo arterial y venoso del SHF) (49). Subsecuente a la
perdida de conexion con el mesocardio dorsal, las células progenitoras pueden ser

afiadidas al corazdn unicamente a través de sus polos venosos o arteriales (49).

La elongacién del corazon tubular ha sido atribuida principalmente a la poblacién
celular del SHF, algunas de las primeras descripciones que ayudaron a establecer
dicha asociacion datan desde los modelos animales de Viragh y Challice en 1973,
Arguello y colaboradores en 1975, y de la Cruz y colaboradores en 1977 (105-
107), quienes demostraron la contribucién dinamica de las células al corazon,
particularmente en el momento posterior a la aparicion de la cresta cardiaca y el

tubo cardiogénico primitivo (49).
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Figura 5. Formacion Tubo cardiogénico primitivo - Grafico original de: OpenStax College,
Anatomy & Physiology, Connexions Web site. http://cnx.org/content/col11496/1.6/, Jun 19, 2013.
Tomado de: https://en.wikipedia.org/wiki/File:2037_Embryonic_Development of Heart.jpg,
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Estudios mas recientes han aplicado diferentes técnicas en modelos animales,
para determinar el origen celular y los reguladores moleculares responsables del
elongamiento del tubo cardiaco. Algunos de los estudios que se resaltan incluyen
a Meilhac y colaboradores, en el 2003, mediante el analisis clonal retrospectivo en
corazones en desarrollo de ratones, utilizando el rastreo de células marcadas,
demostraron su origen a partir del ventriculo izquierdo, ventriculo derecho, tracto
de salida, y atrio. Apuntando hacia un proceso de crecimiento en el cual el inicio

de la diferenciacion se correlaciona con la adicion de células a el corazén (108).

Kelly y colaboradores en el 2001 utilizaron una linea de ratones transgénicos
(transgen Mic1v-nlacZ-24) en donde la actividad de la B-galactosidasa es

observada en el ventriculo derecho, tracto de salida del corazén embrionario,
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mesodermo faringeo y esplacnico contiguo. Ellos evidenciaron movimiento
progresivo de las células de la region del arco faringeo al tubo en elongacion,
sugiriendo que el miocardio del polo arterial se origina por fuera del PHF (109).
Adicionalmente, Cui y colaboradores en el 2009 demostraron que los precursores
cardiacos se localizan contiguo y medial a la cresta cardiaca, proveyendo células

a ambos polos cardiacos (110).

Estos hallazgos han conducido al actual paradigma, consintiendo el concepto de
que el PHF representa los precursores cardiacos de la cresta miocardica primitiva,
siendo de importancia para el desarrollo del ventriculo primitivo del corazon
tubular, mientras que el resto de las estructuras cardiacas requieren durante el
elongamiento el reclutamiento de células del SHF que dan origen al tracto de
salida, ventriculo derecho, septum ventricular, y segmento restante del ventriculo

izquierdo y atrio (48, 49, 65, 111).

Finalmente, el tubo cardiaco primitivo es una estructura transitoria compuesta de
un tubo endotelial interno, envuelto en una capa de miocardio. Esta estructura
exhibe varias cavidades y constricciones destinadas a la formacion de las futuras
cavidades cardiacas (53, 112). Durante el periodo previo al fin de la formacién del
segmento caudal del tubo cardiaco, el corazén en proceso de elongacion
comienza a adoptar una forma en espiral derecha mediante el proceso de bucle o
“looping” cardiaco. Durante este proceso los futuros ventriculos se diferencian y

arquean hacia afuera, mientras que la regién atrial y las tributarias venosas, son
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desplazadas dorsal y cranealmente; esto produce que las cavidades se alineen

para su posterior integracion en el desarrollo de la bomba cardiaca (53).

3.6. Bucle cardiaco

Simultaneo a la rapida elongacion del tubo cardiogénico y el desvanecimiento del
mesocardio dorsal, se produce un cambio en la configuracion de la estructura
cardiaca, pasando de una bomba tubular recta a un bucle helicoidal (113-117). La
secuencia de eventos morfogenéticos que llevan a esta transformacion se le
conocen como plegamiento cardiaco (118, 119), dicho plegamiento determina la
topografia basica de la bomba cardiaca, incluyendo la asimetria derecha-izquierda
de los futuros ventriculos, y adicionalmente permite desplazar a los segmentos
cardiacos y los grandes vasos en desarrollo a un punto aproximado de sus
relaciones topograficas definitivas (120). Una vez inicia la diferenciacion de las
células progenitoras cardiacas al linaje miocardico la proliferacion cesa (121),
opuesto a la rapida division de los precursores del SHF (122). La adicion de
diferentes progenitores cardiacos en paralelo al crecimiento asimétrico del tubo

cardiaco establece el movimiento diestro del corazén (Ver figura 6.) (49).

El mecanismo subyacente para la formacién de este bucle derecho, persiste
desconocido, sin embargo, se considera que dicho mecanismo se encuentra
intimamente relacionado al desarrollo de la lateralidad en el embrion. La

lateralidad se establece durante el proceso de la gastrulacion y depende del
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nddulo de Hensen (123). El nédulo de Hensen, es una estructura conformada por
monocilias compuestas por nueve pares de microtubulos dobles y un par de
microtubulos centrales, los cuales se conectan por motores de dineina a sus
microtubulos adyacentes para generar movimientos rotacionales de la monocilia
nodal (124). La direccion de estos movimientos es esencial para determinar el par
central de microtubulos, que como resultado establece un flujo asimétrico
izquierdo de factores de crecimiento y moléculas sefaladoras en el fluido
extracelular. Estos eventos activan un patron de expresidon genética asimétrica que

determina el eje derecha- izquierda del embrién y sus 6érganos (49, 120, 124).

Figura 6. Bucle cardiaco. A. Vista frontal modelo bucle cardiaco de embrién de pollo. B. Vista
ventrolateral izquierda modelo bucle cardiaco de embrion de pollo. a: atrio, v: ventriculo, o: tracto
de salida, s: seno venoso. — Grafico original de Manner (2004). Modificado por autor (116).

Esta cascada de expresién genética inicia con la activacién de nodal en el
mesodermo de placa lateral izquierda (125, 126), que a su vez activa lefty-2 (127,
128) lo que conduce a la activacion del factor de transcripcion homeobox Pitx2
dentro de la placa del mesodermo lateral (129). La cascada nodal/lefty/Pitx2 es

altamente conservada en la evolucion (130,131). El factor Pitx2 es el unico
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componente temprano de la cascada de lateralidad que se continda expresando
en la cresta cardiaca y en el tubo cardiogénico primitivo (129, 132). Cuando las
primeras células precursoras cardiacas se localizan simétricamente en el embridn
en desarrollo, ya existe una expresion distintiva asimétrica de Pitx2.
Posteriormente, cuando las células precursoras cardiacas migran ventralmente
hacia la linea media, para formar el tubo cardiogénico primitivo, la expresién de
Pitx2 permanece confinada en el segmento izquierdo del corazén tubular,
aportando una contribucion directa de la cresta cardiaca izquierda a el lado
izquierdo del tubo cardiogénico, tal como fue demostrado en los estudios

realizados por Campione y colaboradores en el 2001 (133, 134).

Nonaka y colaboradores en el 2002 publicaron sus estudios realizados en
embriones de ratones, que bajo condiciones controladas se exponian a un flujo
artificial derecho de nodal. Estos ratones presentaban un bucle cardiaco invertido
(sentido izquierdo) y expresiéon derecha de Pitx2. Estos hallazgos sugieren que un
flujo anormal de nodal puede alterar la programacién génica izquierda-derecha,

afectando la direccion de giro del bucle cardiaco (135).

El proceso del giro cardiaco establece las bases para las etapas subsiguientes de
la morfogénesis cardiaca, las cuales encierran los ajustes finales en las relaciones
posicionales de los segmentos cardiacos embrioldgicos. Estos procesos incluyen

el remodelamiento de la curvatura interna ventricular para establecer la conexion
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atrioventricular, remodelamiento del tracto de salida, y el acufamiento de la

valvula aortica entre la valvula mitral y tricuspide (120).

3.7. Especificacion del miocardio cardiaco

Los cardiomiocitos conforman el revestimiento del tubo cardiogénico, a estos se
les denomina “miocardio primario” debido a su baja tasa de proliferacion, limitada
automaticidad, baja velocidad de conduccion y pobre contractilidad (49,136).
Aquellos cardiomiocitos que conforman el tracto de salida, curvatura interna, canal
atrioventricular, y astas del seno venoso mantienen este fenotipo primario. A
medida que las células atriales y ventriculares proliferan y se diferencian
selectivamente se produce la expansion de la curvatura externa del tubo cardiaco.
Este proceso ocurre a causa de los movimientos de bombeo peristaltico del tubo
cardiogénico, las células miocardicas y endocardica alteran su tamafo y forma,
proliferando en respuesta al estrés mecanico del flujo sanguineo y contraccién (57,
137-139). A diferencia de los cardiomiocitos del revestimiento cardiaco, que
presentan una configuracion de miocardio primario, las células atriales vy
ventriculares obtienen una identidad de miocardio de cadmara o de trabajo, la cual
se asocia con una velocidad rapida de conduccion, aumento de automaticidad,

aumento de la contractilidad y mejor organizacion de los sarcomeros (140).
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Existen multiples factores de transcripcion que han sido asociados a la regulacién
de la morfogénesis de las camaras cardiacas, incluyendo factores de transcripcion
como T-box Tbx2, Tbx3, Tbx5, Tbx20, Nkx2-5, Gata4, Cited1, Irx4, Irx1/Irx3/Irx5 y
Hand1 (57). Tbx5 y Tbx20 actuan en combinacién con Nkx2.5 y Gata4 para
promover la especificacion del miocardio de camara, lo que incluye induccion del
factor natriurético atrial, proteinas de union gap tipo conexina 40 y conexina 43,
asi como la proteina citoesquelética chisel (25, 140,141). Adicionalmente, Tbx5
copera con Nkx2.5 para regular la expresién de 1d2, represor transcripcional que
contribuye al modelado de las ramas del haz ventricular derecho e izquierdo (142,
143). En contraste Tbx2 y Tbx3 pueden también interactuar con Nkx2.5 y Gata4
para reprimir la especificacion de camara (Ver figura 7.) (144, 145); en el caso
particular de Tbx3, este efecto permite la expresion del canal de marcapasos
HCN4 en las células de la unién sinoatrial y desarrollo del nodo sinoatrial (57,

143,146).

El miocardio de camara se encuentra altamente regulado, particularmente por los
factores de transcripcibn T-box, aunque Nkx2.5 y Gata4d se expresan
sustancialmente a lo largo del tubo cardiaco. Los factores T-box tienen patrones
de expresion mas restringidos (49, 141), esto se debe al patron de concentracion
de acido retinoico. Tbx5 es expresado mediante un gradiente de concentracion en
donde caudalmente, area del tracto de entrada y atrio primitivo, se expresan las

concentraciones mas altas de acido retinoico; en el ventriculo primitivo niveles
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bajos de concentracion; y ausencia de expresion en el tracto de salida (Ver figura

8.) (2, 57,147).

Thx2 y Tbx3 se expresan en el miocardio del tracto de salida, curvatura interna,
canal Atrioventricular y tracto de entrada. La expresién de Tbx2 se extiende mas
en sentido rostral, inhibiendo la proliferacion y suprimiendo la expresién de genes
especificos para la diferenciacion a miocardio de camara, como lo son Cx40,
Cx43, Smpx y Nppa (144, 148). Tbx20 también se ha evidenciado a lo largo del
tubo cardiaco, y alteraciones en este gen se asocian con defectos en el desarrollo

de las camaras cardiacas (Ver figura 8.) (57).

Dentro del miocardio de camara se presentan patrones de expresion genéticos
especificos para cada una de las camaras cardiacas. En estudios realizados en
ratones se identificé que atrios y ventriculos expresan isoformas de cadena liviana
de miosina MLC2a y MLC2v respectivamente (149). Ambos ventriculos
adicionalmente expresan Irx4, cuya funcién es la de activar la cadena pesada de
miosina 1 (MHC1) y suprimir la expresion de MHC1 atrial (150). En diferentes
modelos animales, la expresiéon de Tbx5 es ausente en el ventriculo derecho
(151), sin embargo, se distingue expresion de Tbx20, lo cual no se observa en el

ventriculo izquierdo (67).
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Los factores de transcripcion hélice-bucle-hélice eHAND y dHAND se expresan en
los ventriculos (152), y durante el desarrollo atrial. Altos niveles de Pitx2 son
detectados en el atrio izquierdo, suprimiendo la expresion de Shox 2, inhibiendo
genes asociados al desarrollo del nodo sinoatrial, previniendo la aparicién de

marcapasos ectopicos (153,57).
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3.8. Desarrollo de las camaras cardiacas.

El desarrollo de las camaras cardiacas en el tubo cardiaco primitivo, ocurre como
resultado de la diferenciacién de las células miocardicas. Inicialmente el tubo
cardiogénico estd compuesto de miocardio de lenta proliferacion (135, 153, 154),
separado por el canal atrioventricular, el cual retiene sus propiedades primarias
miocardicas. En estadios tempranos del desarrollo del tubo cardiaco, la sangre es
drenada del polo venoso hacia el atrio comun y viaja a través del canal

atrioventricular y ventriculo hasta llegar finalmente al tracto de salida (25, 155).

Durante el proceso de maduracion y plegamiento de la bomba cardiaca, las
células miocardicas tanto de la futura camara ventricular, como la atrial adquieren
diferentes caracteristicas que incluyen: rapida conduccion, adecuado desarrollo de
las estructuras sarcomericas, alta contractilidad y automaticidad (139), permitiendo
a los cardiomiocitos adquirir un fenotipo miocardico de trabajo (49). Las regiones
del corazon tubular que se expanden para la formacion de las camaras cardiacas,
lo hacen por medio de un proceso expansivo que asemeja a la manera como se

infla un globo (25).

Para la formaciéon de los atrios, particularmente el atrio izquierdo, se requiere del
desarrollo pulmonar y de sus respectivos vasos. Concomitante a los cambios

producidos por la aparicidon de estos érganos, las paredes supralaterales del
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componente atrial del corazon tubular se expanden hacia ambos lados del tracto
de salida, dando forma a los apéndices atriales, produciendo el primer cambio

morfolégico que diferencia el lado izquierdo, del derecho en el atrio primitivo (25).

El apéndice del atrio derecho es amplio, permitiendo la incorporacion del seno
venoso, localizandose entre el apéndice y el septum primario en desarrollo. El
apéndice del atrio izquierdo se continua distalmente con el vestibulo del atrio
derecho, que se origina por la inclusion de musculatura del canal atrioventricular a
los atrios en desarrollo (25, 157) de manera similar, parte del canal atrioventricular
se incorpora al atrio izquierdo definitivo originando el vestibulo de la valvula mitral,
también en este se evidencia un aporte sustancial por parte del componente atrial
del tubo cardiogénico primitivo a la camara definitiva (25, 157). EI componente
venoso pulmonar posterior a la septacidon se expande para formar el techo del atrio
izquierdo, produciendo eventualmente su conformacion definitiva con cuatro

aperturas venosas (109).

Los ventriculos se derivan del bucle ventricular, cuya porcion inicialmente se
deriva del tallo del tubo cardiogénico tubular; este proceso genera la curvatura
interna y externa ventricular. Los segmentos apicales de los dos ventriculos se
expanden desde la curva externa, con la parte de entrada del tubo primario dando
origen a la parte apical del ventriculo izquierdo, y la parte de salida al componente
apical del ventriculo derecho (158-160). Las trabeculaciones de estas dilataciones

son las que eventualmente les dan a los ventriculos su morfologia distintiva (25).
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A diferencia de los atrios, las diferencias morfolégicas de los ventriculos no son
representativos de una asimetria izquierda-derecha. Estos reflejan el desarrollo
espacio—temporal, y en serie, dentro del componente ventricular del tubo cardiaco
primario (25). Los cambios que ocurren dentro de la curvatura interna permiten
que cada segmento apical alcance su respectivo componente de entrada y salida.
Cuando la expansion de los componentes apicales comienza, las paredes del
canal atrioventricular se unen de manera casi exclusiva al ventriculo izquierdo en
desarrollo, mientras que el componente de salida del tubo cardiaco es apoyado

casi en su totalidad por el ventriculo derecho en desarrollo (25, 161).

Se han descrito procesos de remodelacion del segmento ventricular de la
curvatura cardiaca interna, lo que permite su unién con el canal auriculoventricular
proximalmente y el componente de salida distalmente. Este proceso permite la
separacioén de los atrios; y la division del tracto de salida, que se comparten entre
los componentes apicales de los ventriculos en desarrollo. La pared del atrio
derecho en desarrollo es continua con la curvatura interna desde su inicio, debido
al plegamiento primario con la pared del tracto de salida (25). Para que exista
continuidad entre la cavidad del atrio derecho, con aquella del ventriculo derecho,
se requiere la expansion del canal atrioventricular. Posterior a la expansion, y
concomitantemente con el desarrollo del plano que aisla las camaras atriales y
ventriculares, el tejido muscular del lado derecho del canal atrioventricular se

incorpora al atrio derecho, originando el vestibulo de la valvula tricuspide (157). La
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cavidad del atrio izquierdo es continua con la del ventriculo izquierdo desde el
inicio del desarrollo. Para culminar el desarrollo del ventriculo izquierdo se requiere
que la mitad proximal al tracto de salida primitivo se transfiera de su localizacion
inicial, sobre el ventriculo derecho en desarrollo, para formar el vestibulo aértico.
La porcidon remanente del tracto de salida dara origen al infundibulo subpulmonar

(25).

Son varios los genes transcripcionales asociados a la formacién de las camaras
cardiacas. Uno de los primeros genes especificos de camara expresados es el
gen Nppa, que codifica para el factor natriurético atrial, marcador de alta
proliferacion y de expansion del tejido cardiaco de camara (162). Otros factores de
transcripcion requeridos durante la regulacion de la morfogénesis de las camaras
cardiacas son Hand1, Irx4 and Irx5, Nkx2-5, Gata4, Tbx2, Tbx3, Tbx5 y Tbx20;
estos regulan otros genes, como aquellos que codifican las proteinas de unién gap
conexina 40 (Cx40) y conexina 43 (Cx43) (25, 140). Nppa no se expresa en el
tubo cardiogénico primitivo, o en las células miocardicas primarias del corazén que
desarrolla camaras, lo que podria deberse por la activaciéon de un programa
genético de camara especifico o la inhibicion de la formacion de cavidades en el
miocardio primario (49). Los factores de transcripcion cardiacos funcionan en
paralelo como cofactores para formar complejos transcripcionales multiproteina
que regulan la diferenciacion y especificacion localizada de células miocardicas

(163, 164).
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Nkx2.5 se expresa ampliamente en las células progenitoras cardiacas y en
miocardio (88), sin embargo, modelos animales con embriones de ratones
deficientes de Nkx2.5, han demostrado que el corazén tubular persiste su
desarrollo normal, sin embargo, estos no realizan el proceso de bucle cardiaco y
formacion de camaras (165, 166). Por lo que se considera a Nkx2.5 crucial para el
desarrollo del tubo cardiogénico y las camaras cardiacas, pero redundante durante

las fases tempranas de la cardiogénesis (49).

Nkx2.5, Gata4d y Tbx5 se expresan tanto en el miocardio primario, como el
miocardio de trabajo. Tbx5 se expresa predominantemente en el mesodermo
venoso precardico, tracto de entrada, canal atrioventricular, y en el ventriculo
embrionario (167, 168); Tbx20 se expresa a lo largo del tubo cardiaco, y en
embriones de ratones knockout, estos evidencian signos de parada en el
desarrollo de sus camaras (63, 169 -171). Otros factores como Thx2 y Tbx3, se
expresan predominantemente en células del miocardio primario (144, 172, 173),
Tbx2 tiene un efecto restrictivo durante el desarrollo de las camaras cardiacas,

que depende de la accion cooperativa entre éste y Nkx2.5 (49, 148).

Estudios adicionales han sugerido que Thx2 y Tbx3 inhiben individualmente la
diferenciacion del miocardio cardiaco en miocardio de trabajo (144, 172). Pero
también actua de manera redundante al reprimir la morfogénesis de camara e

induce la formacién de cojinetes endocardicos (145). La expresion de Tbx2 en el
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tubo cardiogénico primitivo es reprimida por Tbx20, el cual se une a Smad1 y
Smad5, previniendo la formacion de los complejos Smad-proteina que activan la
expresion de Tbx2 (174). Aunque la inhibicidn transcripcional de Tbx2 y Tnx3
depende de su capacidad de union al ADN, otros inhibidores han sido reportado
que interactuan con deacetilasas de histonas, y su efecto regulador sobre la
formacion de camaras depende de modificaciones en las histonas (175). Esto
sugiere los multiples niveles de complejidad en la morfogénesis cardiaca y

especificacion en las células miocardicas (49).

Otro de los reguladores transcripcionales descritos con un rol importante en la
morfogénesis de camaras es Pitx2. La expresiéon de Pitx2 cambia dinamicamente
durante la cardiogénesis, particularmente en el paso de tubo cardiaco simétrico a
un corazdén con cavidades (133). Durante las primeras etapas del tubo
cardiogénico la expresion de Pitx2 se encuentra restringida a la porcion izquierda
cardiaca, como fue previamente mencionado en lateralidad durante el desarrollo
del bucle cardiaco. La expresion diferencial izquierda-derecha se mantiene
durante el desarrollo de las cavidades atriales, sin embargo, esta se transforma en
una expresion diferencial dorso-ventral durante el desarrollo ventricular. Expresion
ectdpica de Pitx2 ha sido asociada en modelos animales con CHD que incluyen
ventriculo derecho con doble tracto de salida, y transposicién de grandes arterias

(133, 176).

67



Diferentes estudios han demostrado los roles especificos de Pitx2 en el desarrollo
de las camaras cardiacas. Tessari y colaboradores, demostraron que Pitx2 es
requerido en la cavidad atrial izquierda para inhibir la expresién de Bmp10,
mientras que en la cavidad ventricular ayuda a determinar en los miocitos el rol de
la arquitectura miofibrilar. Mommersteeg y colaboradores, revelaron el rol critico de
Pitx2 en la morfogénesis del polo venoso del corazén, al ser este requerido para la
proliferacion inicial y expansion posterior de los precursores miocardicos de la
vena pulmonar, y su accién coordinada con Nkx2.5 y Pitx2c para la formacion del

retorno venoso pulmonar (134, 146).

3.9. Desarrollo del marcapasos y Sistema de conduccion cardiaco.

Los componentes requeridos para iniciar, conducir, y propagar el potencial de
accion necesario para la contraccion sincronizada de la bomba cardiaca son las
células marcapasos, y el sistema de conduccion. Todos estos, exceptuando por
las fibras de Purkinje, presentan en sus caracteristicas primarias componentes
similares a aquellos encontrados en el miocardio embrionario primitivo, como:
ricas en glicogeno, estructuras sarcoméricas pobremente desarrolladas, y menor

numero de mitocondrias (49).
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Durante el proceso de formacion de las camaras cardiacas, un grupo de células de
miocardio primario mantienen su fenotipo embrional para dar origen al futuro nodo
sinusal, nodo atrioventricular, y la asa atrioventricular con sus respectivas ramas
(140). Para poder dar origen, y diferenciar este tejido para su funcion especifica de
conduccion y actividad de marcapasos se requiere de una red intrincada de

proteinas regulatorias (49, 177, 178).

El nodo sinusal es el marcapasos dominante en el corazén, y se origina de
precursores celulares que expresan Tbx18, pero son negativos para Nkx2.5. Estos
precursores se adicionan al corazoén tubular formando el seno venoso (146,179,
180). En el corazdén embrionario, el seno venoso en su totalidad expresa Hcn4, un
canal de hiperpolarizacion de potasio activado por nucleétidos ciclicos, proteina
esencial para la funcion de marcapasos en el corazén maduro (181), que permite
iniciar el impulso eléctrico en la totalidad de esta estructura (Ver figura 9.) (49,

146).

A parte de Hcn4, también se cuenta con la participacion del factor de transcripcion
homoeodominio Shox2, que permite delimitar la region del primordio del nodo
sinusal mediante la inhibicion de Nkx2.5, permitiendo la expresion de Hcn4 y de
Tbx3 (146,182, 183). Este ultimo inicialmente reprime la expresién de genes de
miocardio de trabajo y subsecuentemente inicia el programa génico de

marcapasos. Tbx3 se expresa en el nodo sinusal en desarrollo, pero no se
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evidencia en el miocardio atrial circundante o en el miocardio del seno venoso
(172, 184). Tbx 3 y Tbx5 regulan diferentes aspectos del sistema de conduccién
mediante la uniéon covalente a genes promotores de canales de sodio cardiacos,
como Scnba y Scn10a, los cuales son necesarios para la excitabilidad cardiaca

(Ver figura 9.) (49, 164, 185).

Durante las etapas tempranas del desarrollo del nodo sinusal, Tbx18 permite el
desarrollo de la cabeza y cola del nodo a partir de células mesenquimatosas (180),
posteriormente la actividad de marcapasos se propagara al nodo y asa
atrioventricular. En el embrién el canal atrioventricular es el encargado de retrasar
la propagacion del impulso, similar al nodo atrioventricular en el corazén maduro
(140). Molecularmente, el canal atrioventricular se caracteriza por expresar
Tbx2/Tbx3, pero es negativo para Cx40 y Nppa, y conforme a este rol temprano se
ha evidenciado que el perfil de expresion génica del canal atrioventricular
embrionario, y del nodo atrioventricular fetal presentan similitudes en su
programacion, indicando que el programa especifico molecular del canal

atrioventricular se mantiene en el nodo atrioventricular (49,186).
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Figura 9. Modelo haz atrioventricular y especificacion sistema de conducciéon. A. Perfiles de
expresion de reguladores del haz atrioventricular y ramas conductivas. B. Mecanismo de
especificaciéon en la cresta del septum ventricular. Tbx5 y Nkx2.5 estimulan el miocardio de trabajo
a proliferar y diferenciarse. Tbx5 actia como activador de Tbx3, y Nkx2.5 como co-factor para Thx5
y Tbx3. Tbx5 y Tbx3 compiten en la represion o activacidon de la diferenciacion en miocardio de
trabajo, 1d2 actua independientemente de Tbx3, sin embargo, independientemente no es suficiente
para reprimir la diferenciacion y proliferacion. AVB: Haz atrioventricular, WM: Miocardio de trabajo,
rv: Ventriculo derecho, Iv: Ventriculo izquierdo, vs: Septum ventricular. - Grafico original de Bakker
y col. (2008), modificado por autor (191).

En el corazén embrionario, la activacion ventricular sigue un patréon que inicia del
canal atrioventricular dorsal Cx40-negativo, continuando por el miocardio
trabecular en desarrollo Cx40-positivo (187, 188). En etapas posteriores, tanto el
asa atrioventricular, como sus ramificaciones, y las fibras de Purkinje inician la
expresion de Cx40 (189, 190). La especificacién del asa atrioventricular requiere
de la participacion de varios factores de transcripcidn que incluyen Tbx5, Nkx2.5,

Id2, Irx3, y Tbx3 (191, 192). Tbx3 inhibe el programa de miocardio de trabajo en el
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asa atrioventricular en desarrollo, sin embargo, posteriormente requiere de la
activacién de genes para la rapida conduccion, incluyendo Cx40, que se activara
gradualmente en estas células durante el periodo fetal, a pesar de la presencia de

Tbx3 (49, 191).

Estudios recientes han evidenciado el impacto de Pitx2c en el desarrollo del
programa de expresion del nodo sinusal, en la unién sinoatrial derecha, pero no en
su porcion izquierda. En la ausencia de Pitx2, se ha evidenciado en modelos
animales, el desarrollo de cavidades atriales con caracteristicas de lateralidad
derecha bilaterales, incluyendo la aparicion de dos nodos sinusales. Este estudio
demostré que la expresion de Nkx2.5 se requiere para limitar la expresion de Tbx3
en el nodo sinusal en desarrollo, y que la expresion asimétrica de Pitx2c permite la
expresion de un programa génico de diferenciacion de lateralidad izquierda-
derecha, por lo tanto, Pitx2 hace parte del grupo de factores transcripcionales que

restringen la actividad marcapasos en el corazén en desarrollo (134,193).

Otros estudios como los realizados por Rentschler y colaboradores en el 2012,
demostraron que sefiales Notch promueven la expresion de genes especificos del
sistema conductor en cardiomiocitos neonatales, reprogramandolos en células con

caracteristicas electrofisiolégicas de células de conduccion (49, 194).
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3.10. Trabeculacion del miocardio ventricular

Los procesos de trabeculacion y posterior compactacion del miocardio ventricular
facilitan la septacion de las camaras cardiacas, permite una mayor contractibilidad
y conductividad, al igual que ayuda a establecer el sistema coronario en el corazén
en desarrollo (195-199). Senales paracrinas entre el endocardio y el miocardio en
desarrollo son esenciales para la formacion de las crestas musculares que
recubren la pared ventricular, proceso que toma lugar al final del plegamiento

cardiaco (25).

El principal factor molecular que regula la transicién endocardio-miocardio en la
trabeculacion es Notch1 (196, 200). Cuando el dominio extracelular de Notch1 se
une con los ligandos Delta4 y Jagged, procesos de clivaje proteolitico permiten la
liberacion del dominio intracelular N1I1CD al citoplasma (200), el cual se asocia con
el cofactor transcripcional RBPJK y se desplaza al nucleo (201, 202). En el nucleo
el complejo N1ICD/RBPJk aumenta la expresibn de BMP10 miocardico,
estimulando la proliferacion de este al inhibir la actividad de P57kip2 (inhibidor del
ciclo celular) y aumentando la actividad de Tbx20 y Hey2 (203,204). Notch1
promueve el crecimiento del miocardio trabecular, y estimula la actividad de
neuregulina—1 (Nrg1) a través de EphrinB2 (196). Nrg1 es uno de los factores de
crecimiento producidos por el endocardio, este se une al receptor miocardico de

tirosina quinasa ErB4, lo que lleva a su dimerizaciéon con ErB2, activando
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cascadas de sefalizacién que modulan el crecimiento celular y migracién (205).
Liu y colaboradores determiné que ErB2 actua como factor dual en la proliferacién
de cardiomiocitos y delaminacién direccional durante la trabeculacion ventricular
(206). Se sugiere que la trabeculacién puede contribuir simultaneamente a la
contractibilidad cardiaca, mientras responde al aumento de flujo sanguineo (57,

207).

La sefializacion de factores de crecimiento desde el miocardio hasta el endocardio
juega un papel fundamental al mantener la trabeculacion. Factores de crecimiento
como el factor de crecimiento vasculoendotelial (VEGF), y la angiopoyetina 1; los
cuales en modelos animales han demostrado como su deficiencia genera falla
cardiaca y posterior letalidad por la no trabeculacibn miocardica, y su
sobreexpresion produce hipertrabeculacion, con la presencia de zonas compactas

atenuadas (200, 208, 209).

La comunicacién entre endocardio y miocardio puede ser moderada o
complementada por la gelatina cardiaca (matriz extracelular entre dos capas).
Durante la séptima semana de desarrollo, la expresion de acido hialurénico
sintasa-2 (Has-2) contribuye al desarrollo de matriz extracelular, mientras que su
deficiencia se manifiesta con paredes ventriculares compactas con falta de

trabeculacion (210). Un ejemplo de posible mecanismo por medio del cual Has2
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regula la trabeculacion es mediante la activacién de ErB2/3 in la mesénquima de
la formacién de cojinetes cardiacos (211). En etapas posteriores del desarrollo, la
metaloproteinasa ADAMTS1 elimina la gelatina cardiaca mediante el clivaje de
versican, un proteoglicano extracelular de matriz, que promueve la proliferacion
celular por lo que la expresion de ADAMTS1 sefala el fin del crecimiento
trabecular (212,213).0tro ejemplo de comunicacién entre endocardio y miocardio
por gelatina cardiaca se presenta en el desarrollo del sistema conductor cardiaco,
en donde sefales endocardica promueven la expresion de Cx40 en el miocardio y
la gelatina cardiaca cumple el rol de regular la intensidad de estas sefales

moleculares (57, 214).

3.11. Regulaciéon epigenética del desarrollo cardiaco

Varios factores epigenéticos han sido asociados como criticos en los procesos
para modular la especificacién del linaje y la morfogénesis cardiaca durante la
cardiogénesis. Dentro de los reguladores epigenéticos se incluyen modelos de
modificacion de histonas, complejos de remodelacion de ATP dependientes de
cromatina, y metilacion de ADN. Cada uno de estos modelos de regulacion
influencian la expresion génica mediante cambios en el acceso de las secuencias
reguladoras de ADN a sus respectivas proteinas de unién, aportando de esta
manera un nuevo nivel de complejidad al control de la expresion génica durante el

desarrollo cardiaco (57).
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El efecto de la modificacion covalente a las proteinas histonas altera las
interacciones ADN-histona, permitiendo la presencia de regiones de la cromatina
que son mas accesibles o mas restringidas. El mecanismo de acetilacién de
histonas promueve la activacién transcripcional al permitir mayor accesibilidad a la
cromatina. Modelos murinos han evidenciado el rol de la histona acetiltransferasa
(HAT), ratones con perdida global de la funcion de HAT fallecen durante el
desarrollo debido a defectos cardiacos severos, probablemente causados por la
acetilacion de GATA4 (215,216). Adicionalmente ratones que carecen de HAT
Moz presentan anomalias del arco aodrtico y defectos del septum ventricular
similares a los encontrados en sindromes por delecion 22q11 por disminucién en
la acetilacion, reduciendo la expresion de TBX1 (217,218), sin embargo, hasta el

momento no se conoce el efecto de HAT en la cardiogénesis humana.

Opuesto a HAT existen las histonas deacetilasas (HDACs), quienes cumplen la
funcién de remover los grupos acetilo de las histonas, permitiendo la formacién de
cromatina condensada, inhibiendo la transcripcion. Diferentes modelos han
evidenciado que la perdida de Hdac1 o Hdac2 no repercute de manera
significativa en la cardiogénesis, pero en doble-knockouts de Hdac1 y Hdac2 se
presenta muerte en el periodo neonatal por arritmia cardiaca o cardiomiopatia
dilatada (219). También se cree que la accion de las deacetilasas no se limita a la

modificacion de histonas, en algunos casos, como con Hdac2, quien en conjunto a
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Hopx limitan la proliferacion miocardica produciendo la deacetilacion de Gata4

disminuyendo su actividad transcripcional (220, 221).

A diferencia de los procesos de acetilacién de histonas, el efecto de la metilacion
de histonas es residuo dependiente. Metilacidon de la histona H3 en la lisina 4, 36,
y 79 causan activacion génica; mientras que la metilacion en la lisina 9 y 27
causan silenciamiento. Las HDACs y HAT juegan un rol critico en el desarrollo
cardiaco, mutaciones De novo en genes asociados a la regulacién de histonas han
sido evidenciados en pacientes con CHD no familiar (222). Perdida de funcion de
la metiltransferasa Smyd1 causa hipoplasia ventricular derecha, por posible
disminucién en la expresién de Hand2, Irx4 (223). Estudios recientes de analisis
de genoma completo sobre los patrones de metilacion del ADN en corazones de
ratones evidenciaron enriquecimiento en los genes reguladores cardiacos como

Wnt2, Fgf2; y factores de transcripcion como Gata6 y Mef2c (224).

Otros factores epigenéticos que influyen la transcripcidén en la cardiogénesis son el
grupo de proteinas nucleares de alta movilidad (HMG) y los complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP. El primer grupo remodela la
estructura de la cromatina formando complejos multiproteina con sitios promotores
o enhancers, permitiendo la activacién transcripcional de sus genes objetivo (225,
226). De estos HMGAZ2 ha evidenciado jugar un rol importante en la diferenciacion
cardiaca in vivo e in vitro, su sobreexpresion promueve la diferenciacion de

cardiomiocitos y su inhibicion bloquea este proceso (225). También HMGAZ2 es
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blanco de Nkx2.5 favoreciendo sinérgicamente la actividad de este, en la
presencia de estimulacion de BMP, mediada por Smad y elementos de unién a

(225, 226).

En el grupo de los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP
en la actualidad se conocen cuatro familias, sin embargo, la familia SWI/SNF es la
mejor estudiada en asociacién al desarrollo cardiaco. Dentro de esta familia el
factor asociado a Brg1/Brm (BAF) ha sido asociado con diversos factores de

transcripcion cardiacos como Nkx2.5, Gata4, Tbx5, y Tbx 20 (57, 227,228).

La subunidad ATPasa del complejo BAF es codificada por los genes homdlogos
Brg1 o Brm, siendo Brg1 indispensable para formar el complejo (229-231). Brg1
actua en el complejo BAF aumentando la accesibilidad del promotor a los factores
de transcripcion, o uniéndose directamente a factores de transcripcién como las
proteinas Gata (232). Modelos murinos con haploinsuficiencia global de Brg1
presentan un amplio espectro de defectos cardiacos que varian de leves defectos
septales, hasta alteraciones en la conduccién (233-235). En el raton Brg1 activa la
cadena pesada B-miosina (B-MHC) expresada en los miocitos fetales, mientras
inhibe o-MHC expresada en los miocitos adultos (236). Aunque Brg1 es silenciado
en ratones adultos, Brg1 se reactiva en miocitos adultos bajo estrés cardiaco
induciendo el cambio de a-MHC a B —MHC, sugiriendo un rol manteniendo los
miocitos en estado embrionario (236, 237). Brg1 también promueve la proliferacién

miocardica mediante la estimulacion de Bmp10 (236); por lo tanto, la dosis
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adecuada de Brg1 es critica para el desarrollo normal del corazén, la modificacion
del balance entre Brg1 y factores de transcripcion cardiacos como Tbx5, Tbx20, y

Nkx2.5 causan CHD severas (228).

Baf60c es la subunidad especifica cardiaca del complejo BAF que se expresa
temprano en el desarrollo y es requerida para la induccion ectopica de la
diferenciaciéon de cardiomiocitos, en combinaciéon con Gata4 y Tbx5 (238). Baf60c
es codificada por el gen Smarcd3, cuyo ARNm (en compafiia de Baf60a y Baf60b)
es inhibido en el corazéon durante su desarrollo temprano, indicando la
especificidad de tejido de Baf60c durante el desarrollo embrionario (231, 239).
Baf60c también copera con Tbx5 para iniciar activacion de sus genes blancos para
la formacién del PHF (238, 240) y su deficiencia ha sido asociada con
acortamiento del tracto de salida, hipoplasia ventricular y atrial derecha, y
ausencia del canal atrioventricular (227, 239). Baf60a participa en la unién de del
receptor de glucocorticoides al complejo BAF, y actia en la actividad
transcripcional mediada por c-fos/c-jun. El Rol de Baf60b no es claro, sin embargo,
se ha evidenciado que es ubiquitenizado especificamente por Unkempt, y se cree
que su accion tiene que ver con mantener la estequiometria del complejo

SWI/SNF (226).

Otro complejo que actua en la regulacion epigenética de la cardiogénesis es el
complejo NuRD, que contiene deacetilasas de histonas que actuan como

inhibidores transcripcionales (241). EI complejo Nurd presenta funciones diversas
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que ocurren como resultado de su ensamblaje variable, y su actividad ATPasa
sucede como resultado de 2 proteinas Mi-2, CHD3 y CHD4 (242). EI complejo
NuRD se asocia con la metiltransferasa del candidato 1 del sindrome Wolf —
Hirschhorn (Whsc1) e interactia con el factor Sall4, el cual se asocia con el

desarrollo del septum ventricular, insinuando su rol en la cardiogénesis (243,244).

Por ultimo, dentro de los reguladores epigenéticos de la cardiogénesis también se
incluyen los MicroARN (miRs), estos son secuencias cortas de 19-25 nucledtidos
capaces de unirse de manera complementaria a ARNmM, reprimiéndolos y
marcandolos para degradacion (246). La expresion de miR-1 y miR-133 aumenta
durante el desarrollo embrionario hasta la etapa neonatal, presentando en niveles
significativamente menores en la edad adulta (246, 247). En Drosophila la pérdida
de miR-1 son letales afectando severamente genes musculares como el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) (246), y entre sus objetivos se incluyen genes
esenciales para el desarrollo cardiaco como HDACAA4 (inhibidor de la expresion

génica de musculo esquelético), Hand2, GJA1, y KCNJ2 (246, 248- 250).

miR-133 exhibe un efecto opuesto a miR-1, estimulando la proliferacién e
inhibiendo la expresién de miogenina y MHC (246). En los modelos animales la
pérdida de miR-133 no es letal en todos los afectados, como en el caso de miR-1,
sin embargo, en aquellos sobrevivientes (aproximadamente 24%) se evidencian
signos de fibrosis, alteraciones de la contractibilidad cardiaca, cardiomiopatia, y

proliferacion aberrante (251). Dentro de las secuencias objetivo de miR-133 se
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incluyen la ciclina D2 y el factor de respuesta a suero (SRF) (246). Otros miR
asociados a la diferenciacion cardiaca son MiR-499, inhibidor de SOX6 vy
estimulador de la diferenciacién en cultivos de progenitores de cardiomiocitos
(253, 254); miR-206 y miR-208, los cuales han sido asociados a los procesos de

fibrosis y crecimiento hipertréfico (250, 253).

3.12. Generalidades de la tetralogia de Fallot

La tetralogia de Fallot es la cardiopatia congénita cianosante mas frecuente
reportada, esta se caracteriza por presentar una importante heterogeneidad clinica
y genética. Esta condicién afecta del 3% al 10% de recién nacido con cardiopatias

congénitas (1, 254, 255).

Las primeras descripciones de la tetralogia de Fallot se le atribuyen a Niels
Stenson en 1671, quien describié la condicion en un feto con esternén bifido,
onfalocele, sindactila y paladar hendido; sin embargo, William Hunter en la escuela
de medicina del hospital de St Georges en Londres fue el primero en hacer una
descripcion ilustrada de la condicion en 1784 (254-256). Autores como Farre en
1814 (258), Peacock en 1866 (259) y Von Rokitansky en 1875 (260) describieron
la condicion, sin embargo, no fue hasta 1888 que Etienne-Louis Fallot en su
publicacion “L’anatomie pathologique de la maladie bleu” refino las descripciones
de Hunter, refiriendo una lesién que asociaba la comunicacién interventricular,

estenosis subpulmonar, origen biventricular de la aorta e hipertrofia del ventriculo

81



derecho (261, 262). Finalmente, en 1924 el canadiense Maude Abbott acufio el
término tetralogia de Fallot, a la tétrada de () defectos del septum ventricular, con
(1) aorta cabalgante, (Ill) obstruccién del tracto de salida ventriculo derecho, e (IV)
hipertrofia ventricular derecha; debido a que consideraba esta designacion mas

conveniente a una lista de defectos cardiacos (263, 264).

Diferentes estudios indican una prevalencia que varia de 2.8 a 3.9 por 10.000
nacidos vivos, afectando de igual manera a diferentes poblaciones sin distincién
de género, raza u origen étnico (1, 254, 265-270). La mayoria de los casos de
TOF son esporadicos, sin embargo, el riesgo de recurrencia en hermanos es del
3% en casos donde no hay antecedentes de familiares afectados en primer grado
(254). La sobrevida sin tratamiento quirdrgico durante el primer afio de vida es del
66%, y solo el 6% llega a los 30 afios de vida. Con manejo quirurgico la sobrevida

a la adultez aumenta por encima del 85% (271).
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3.13. Anatomia de la tetralogia de Fallot

La tetralogia de Fallot es un defecto conotruncal que puede ser diagnosticada por

la presencia contemporanea de cuatro defectos cardiacos clasicos (Ver figura 10.):

1. Estenosis pulmonar infundibular (Obstruccion en el tracto de salida del
ventriculo derecho).

2. Comunicacion interventricular (Defecto del tabique interventricular).

3. Dextraposicién de la aorta (Aorta cabalgante o Aorta a caballo).

4. Hipertrofia ventricular derecha.

Sin embargo, la base embriolégica para la aparicion de esta condicion requiere de
la desviacion antero-cefalica anormal del septum ventricular del tracto de salida en
desarrollo, y del desarrollo morfolégico anormal de las trabeculaciones del
septoparietal que enrollan el tracto de salida subpulmonar (265). El efecto
combinado del septum de salida desviado y las trabeculaciones hipertréficas
septoparietales producen la obstrucciéon del tracto de salida del ventriculo derecho
clasico en TOF (265). La desviacion del septo de salida muscular es también
responsable de crear un defecto del tabique interventricular por mal alineamiento,
obteniendo como resultado el cabalgamiento de la aorta (265). La hipertrofia del
miocardio ventricular derecho ocurre como consecuencia de la alteracién
hemodinamica creada por las lesiones originadas por el septo del tracto de salida

desviado (265).
83



Estenosis pulmonar

Aorta cabalgante

it

<)
. ) Hipertrofiz ventricula
Defecto septum ventricula 28

Figura 10. Autopsia corazén con tetralogia de Fallot. Espécimen con apertura de la pared
anterior del ventriculo derecho, evidenciando hallazgos tipicos de la tetralogia de Fallot. - Imagen
original de Bailliard y col. (2009), modificado por autor (265).
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3.13.1. Defecto del tabique interventricular

El defecto del tabique interventricular subadrtico que produce la comunicacion
interventricular presente en TOF, ocurre como resultado directo de la mala
alineacion cefalica de la porcibn muscular del tracto de salida del tabique
ventricular, o de sus remanentes fibrosos en el caso de que los cojinetes
endocardicos del tracto de salida, si estos fallan en muscularizarse durante el

desarrollo embrionario (265).

El tamafio de los VSD pueden variar entre individuos afectados, sin embargo,
generalmente sus dimensiones son grandes. El tipo mas frecuente es el defecto
perimembranoso, que se evidencia en aproximadamente 80% de los casos, y se
caracteriza por una continuidad fibrosa entre las valvulas tricuspide, mitral y
aodrtica en su anillo postero-inferior; este defecto involucra el septum membranoso
parcialmente o en su totalidad, extendiéndose al septum muscular (264). En el
20% restante de pacientes afectados el defecto es muscular, en donde todos los
bordes son musculares y no hay una continuidad fibrosa entre la aorta y la valvula

tricuspide en el borde postero-inferior del defecto (Ver figura 11.) (254, 265).

Un tercer tipo de defecto identificado se caracteriza por la presencia de un borde

antero-superior compuesto de un rafe fibroso entre las cuspides de las valvulas
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aortica y pulmonar (265). Este tipo de defecto es infrecuente en individuos
caucasicos, y se evidencia mas en individuos de Centro América, Sur América y
Asia (265). En este caso el septum del tracto de salida falla en desarrollarse, y se
clasifica como subarterial o doblemente comprometido, por su localizacion en una
posicion subadrtico y subpulmonar (265). Este tipo de defecto puede definirse
como perimembranoso 0 muscular, acorde a la morfologia de su borde postero-
inferior (254). En esta alteracion se evidencia un remanente del tracto de salida, el
cual se presenta como un rafe fibroso por debajo de las cuspides unidas de las
valvas arteriales, causando obstruccién del flujo del tracto de salida (265, 272-
273). EI VSD También puede extenderse dentro del componente de entrada del
ventriculo en presencia de un defecto del septum AV o en asociacion con mal-
alineamiento entre el atrio y las estructuras septales ventriculares extendiéndose o

sobrepasando la valvula tricuspide (265).
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Figura 11. Defecto del tabique interventricular. A. Hipoplasia extrema del infundibulo
subpulmonar (Flecha). B. Defecto muscular infundibular ventricular (Flecha). C. Defecto ventricular
subarterial.- Imagen original de Frescura y col. (2012) (264).

3.13.2. Estenosis pulmonar

En la TOF el estrechamiento del infundibulo subpulmonar es causado por la
desviacién septum del tracto de salida y la alteracion morfoldgica de las bandas
septo-parietales, las cuales refuerzan la pared parietal del ventriculo derecho (20,
264, 265, 273, 274). El area subpulmonar muscular obstruida es considerada una
entidad dinamica, debido a que el grado de estenosis puede ser exacerbado por
catecolaminas, o por un estado de bajo volumen intravascular, predisponiendo a

los afectados a episodios subitos y agudos de desaturacion (265, 275, 276).
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Los corazones de pacientes con TOF exhiben bandas septo-parietales
anormalmente hipertroficas que contribuyen a la obstruccion subpulmonar, esta
obstruccion del flujo hacia los pulmones frecuentemente se extiende mas alla del

mismo tracto subpulmonar (Ver figura 12.) (264, 265).

Diferentes estudios han descrito como el infundibulo subpulmonar se encuentra
poco desarrollado, y se observa morfoldgicamente estrecho; sin embargo,
estudios anatémicos y ecograficos describen que esta estructura es
significativamente mas larga que en el corazén normal; y que la mala alineacion
del septum del tracto de salida en TOF es una estructura mucho mas prominente a
la descrita en aquellos no afectados (274, 277-280). Ocasionalmente se
encuentran casos en donde el infundibulo subpulmonar es hipoplasico,
particularmente en aquellos casos de TOF que se acompafan por atresia

pulmonar (264).

El grado de desviacidén del septum de salida también afecta el crecimiento de las
arterias pulmonares, presentando una correlacion linear entre el grado de
obstruccion y el grado de desarrollo del arbol pulmonar arterial (280). La valvula
pulmonar puede ser hipoplasica y/o estendtica, con valvas morfolégica vy
funcionalmente anormales, a las cuales se le han descrito diferentes variantes
morfolégicas que incluyen: valvula con tres cuspides estendticas, apariencia con
forma de cupula unicomisural, o mas frecuentemente, como una valvula estendtica
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bicuspide y displasica (280, 281). La lesion valvular, rara vez es la mayor causa
de la obstruccién, y estrechamiento adicional del infundibulo subpulmonar es a
menudo debido a acumulaciones superpuestas de tejido fibroso en el endocardio
(264). Adicionalmente se describen otras areas focales de estrechamiento entre
las cuales se incluyen el tronco de la pulmonar, y las arterias pulmonares derecha

e izquierda (265, 282).

Figura 12. Estenosis pulmonar. Estenosis subpulmonar causada por desviacion del septum del
tracto de salida, e hipertrofia severa de las bandas septo-parietales (*). - Imagen original de
Frescuray col. (2012) (264).
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3.13.3. Dextraposicion de la aorta

Debido al desplazamiento causado por el mal alineamiento del septum de salida
hacia el ventriculo derecho, la raiz aortica es forzada a desplazarse por encima del
septum muscular ventricular (265, 283,284). En el corazdén normal, las cuspides de
la valvula aortica se encuentran adheridas exclusivamente al ventriculo izquierdo y
a la continuidad fibrosa que existe entre la valva anterior mitral, la coronaria
izquierda, y las cuspides aorticas posteriores no coronarias (Ver figura 13) (264,
285). Cuando el septum subadrtico ventricular es deficiente, parte de la
circunferencia de la valvula aortica puede ser apoyada por las estructuras del

ventriculo derecho (264, 285).

El grado de cabalgamiento es variable, si la aorta es soportada
predominantemente por el ventriculo izquierdo (mas del 50%), la conexién
ventriculo arterial sera concordante. Si la aorta es soportada predominantemente
por el ventriculo derecho (mas del 50%), un doble tracto ventricular de salida se
desarrollara. Este doble tracto es considerado como un tipo de conexion
ventriculo-arterial, por lo cual no es contrastante con la definicién de TOF (20, 264,
273). El ventriculo derecho con doble tracto de salida, con VSD subadrtico se

caracteriza porque el origen de las valvulas semilunares es predominantemente
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del ventriculo derecho en asociacién con el infundibulo muscular bilateral, y

ausencia de continuidad mitral- aorta (264).

En el escenario de obstruccion subpulmonar significativa, cortocircuito a través de
la comunicacion interventricular sera predominantemente de derecha a izquierda,
lo que promueve la eyeccion de sangre desoxigenada a la circulacion sistémica. El
volumen sanguineo constante al cual se ve expuesto la aorta cabalgada, esta
implicado en la dilatacién de la raiz aortica evidenciada en adultos con TOF (265,

283, 284).
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Figura 13. Cabalgamiento de aorta. Espécimen con tetralogia de Fallot evidenciando
cabalgamiento de aorta y defecto septum ventricular perimembranoso. - Imagen original de
Frescura y col. (2012) (264).

92



3.13.4. Hipertrofia ventricular derecha.

La hipertrofia ventricular derecha ocurre como consecuencia de la obstruccion del
tracto de salida del ventriculo derecho y la compensacién de la presion sistdlica a
través de los dos ventriculos debido al defecto no restrictivo del septo ventricular.
El grado y la distribucion de la hipertrofia derecha pueden ser consecuencia del
empeoramiento de la obstruccion subpulmonar, esto debido a que el extremo
hipertréfico anterior de la banda septal y las trabeculaciones septomarginales
pueden contribuir a la obstruccién muscular. Adicionalmente se reportan casos en
donde hipertrofia de la trabécula septomarginal y de las trabeculaciones apicales
causan estenosis a nivel proximal del ostium infundibular, como es evidenciado en

los ventriculos derechos de doble camara (286).

Los pacientes con TOF presentan efectos a largo plazo debido a la sobrecarga
ventricular derecha y la presion cronica a la que se ven expuestos. La correccion
quirurgica de TOF produce la transicién de una presion severa por sobrecarga a
una sobrecarga crénica por volumen, debido al efecto de la disrupcién de la
valvula pulmonar al momento de la plastia del tracto de salida del ventriculo
derecho con parche transanular, causando regurgitacion pulmonar residual libre
(286, 287). En Adultos con reparacion de TOF se reporta el desarrollo de falla
ventricular derecha con dilatacion de cavidad, disfuncion sistdlica, fibrosis
miocardica, que causan retencion de volumen y sintomatologia de falla cardiaca

congestiva (Ver figura 14.) (286, 288, 289).
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Es poca la informacién reportada en la literatura sobre los mecanismos
moleculares responsables del remodelamiento maladaptativo del ventriculo
derecho con sobrecarga, sin embargo, la escasa evidencia sugiere que dichos
mecanismos pueden diferenciarse de las vias ya establecidas para el caso del
ventriculo izquierdo afectado (288, 289). Modelos animales con sobrecarga
ventricular derecha causada por ligamiento de la arteria pulmonar, sugieren que la
dilatacion y disfuncién sistdlica es acompanado con aumento en la apoptosis de
cardiomiocitos y fibrosis miocardica extensa (290). Estudios complementarios han
aclarado como la presion de la sobrecarga cronica estd asociada con una
interaccion anormal y perjudicial del ventriculo izquierdo al ventriculo derecho, con
un movimiento septal anormal que causa un llenado diastdlico disminuido del
ventriculo izquierdo. Adicionalmente, algunos estudios sugieren que la presencia
de elevada presién en el llenado del ventriculo derecho induce reprogramamiento
de genes especificos de camara, los cuales parecen ser diferentes a los

observados en modelos animales de sobrecarga ventricular izquierda (291).

Estos hallazgos sugieren, en el contexto de falla ventricular derecha aguda o
crénica, que un grupo especifico y organizado de genes, y sus productos
derivados podrian ser activados o inhibidos. Este tipo de reprogramacién génica

podria tener un efecto sustancial en la expresion fenotipica de la falla ventricular
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derecha, lo que puede representar un objetivo terapéutico para mejorar la

prognosis del paciente con falla ventricular derecha (286).

Aquellos afectados por TOF presentan cambios que alteran la capacidad del
miocardio ventricular derecho de activar vias génicas que le permiten adaptarse a
eventos de hipoxia cronica; a diferencia del ventriculo izquierdo que presenta
varios mecanismos que le permiten acomodarse a este mismo escenario, como
por medio de la via inducida por el factor de hipoxia HIF-1, que incluye el aumento
en eritropoyesis, angiogénesis mediada por VEGF, aumento de enzimas
glicoliticas, y actividad antioxidante persistente (292). Las implicaciones de este
tipo de respuesta maladaptativa en el ventriculo derecho a largo plazo son

desconocidas (286).

95



Figura 14. Hipertrofia ventricular derecha. Espécimen con tetralogia de Fallot evidenciando
hipertrofia ventricular derecha. - Imagen original de Frescura y col. (2012) (264). Modificado por
autor.

3.14. Anomalias asociadas a tetralogia de Fallot

Existen otras anomalias cardiacas que pueden asociarse a la TOF, siendo la mas
severa aquellas relacionadas con atresia pulmonar (293-296). Esta forma extrema
de obstruccion pulmonar es la alteracion mas severa en el espectro de la
desviacidén antero-cefalica del septum de salida. En esta condicion los pulmones
pueden recibir su suministro por un ductus arterioso persistente, presente en la
mitad de los pacientes afectados, o por un aporte multifocal. En estos pacientes, si
las arterias pulmonares son confluentes o continuas, el aporte sanguineo se

origina de multiples colaterales aorto-pulmonares. Si las arterias pulmonares son
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discontinuas o ausentes, el aporte vascular se originard de multiples arterias
colaterales, o de una combinacion de arterias colaterales y el ductus arterioso, o

de una vena cava superior izquierda persistente (265, 294).

En los casos donde se evidencian grandes arterias colaterales que se originan de
la aorta, estas se han reportado pueden ser responsables de un shunt izquierda-
derecha y ser causa del inicio temprano de una enfermedad hipertensiva pulmonar
vascular (264, 265, 294). También se evidencia en algunos de los pacientes la
presencia de una valvula pulmonar afectada de manera aislada presentandose

imperforada, en vez de estendtica (265).

Otra de las variantes, presentes en un vigésimo de aquellos afectados por TOF, es
la ausencia de valvula pulmonar. ElI mal alineamiento del tabique de salida, con
formacion rudimentaria de valvas de la valvula pulmonar, organizadas de manera
circular en la union ventriculo-pulmonar, causando regurgitacion pulmonar a lo
largo de la vida fetal. Este evento produce que la carga crénica del ventriculo
derecho sea transmitida a las arterias pulmonares, produciendo la dilatacion
concomitante de estos vasos. En la mayoria de los casos este cuadro se presenta

con ausencia del ductus arterioso (265,297, 298).

Otros hallazgos descritos incluyen: defectos del septum AV , evidenciado en 13%
de los pacientes con TOF (264,299-301); foramen oval persistente o defecto del

septum atrial tipo ostium secundum, al igual que otros defectos septales
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musculares como el defecto septal interatrial reportado por Fallot (264,261);
anomalias de las valvula mitral que incluyen hendidura de la valva anterior, doble
orificio mitral, o valvula mitral en paracaidas; valvas tricuspides cabalgadas o
sobrepuestas; tejido accesorio atrioventricular, asociado a la presencia de un
colgajo fibroso remanente del septum membranoso o tejido accesoria asociado a
la valvula tricuspide (264, 302, 303); Ductus arterioso persistente o ausente, este
ultimo generalmente asociado a la ausencia de la valvula pulmonar (264, 304-
306); arco adrtico con ramificaciones en espejo de las arterias braquiocefalicas,
alteracién generalmente asociada con anomalias morfolégicas de la arteria
subclavia y que se evidencia en 50% de los pacientes con TOF (307, 308);
dilatacion de la raiz aortica, evidenciada en pacientes con y sin correccion
quirurgica; estenosis de las arterias pulmonares; y ventriculo derecho bicameral,
originado por la hipertrofia de la porcién apical de la trabécula del septomarginalis

o de la banda moderadora (Ver tabla 1.) (264, 309).

TOF puede asociarse con otras anomalias extracardiacas, las cuales en pueden
asociarse a diferentes sindromes genéticos u otras alteraciones génicas, las
cuales seran abordadas a profundidad en la siguiente seccion sobre las causas

etioldgicas de la Tetralogia de Fallot.
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Tabla 1. Anomalias cardiovasculares asociadas a tetralogia de Fallot.

Anomalia asociada

Defecto del septum atrial

Defecto del septum atrioventricular

Defecto del septum ventricular de salida perimembranoso

Defecto del septum ventricular de entrada perimembranoso

Defecto del septum ventricular de salida muscular

Defecto del septum ventricular muscular trabecular

Defecto del septum ventricular subarterial

Vena cava superior persistente izquierda

Seno coronario ausente

Doble orificio valvula tricuspide

Tejido accesorio atrioventricular

Doble orificio valvula mitral

Hendidura valvula mitral

Valvula mitral en paracaidas

Valvula pulmonar unicuspide

Valvula pulmonar bicuspide

Atresia de la valvula pulmonar

Rama pulmonar izquierda ausente

Lazo de la arteria pulmonar

Valvula adrtica bicuspide

Prolapso valvula adrtica

Anomalias de las coronarias

Arco adrtico derecho

Doble arco aortico

Ramificacion en espejo del arco adrtico

Anillo vascular

Arteria subclavia derecha retro-esofagica

Ductus arterioso ausente/persistente

Colaterales sistémicas hacia arterias pulmonares

Dilatacion arteria pulmonar
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3.15. Causas etiologicas de la tetralogia de Fallot

Las CHD se consideran de etiologia multifactorial, incluyendo la TOF, sin
embargo, diferentes alteraciones genéticas han sido estrechamente asociadas
como causal de este tipo de alteraciones cardiacas. Esto ha sido demostrado
mediante diferentes estudios clinicos, epidemiolégicos, embriolégicos vy
moleculares. Las Malformaciones extracardiacas en el contexto de sindromes
cromosomicos y monogénicos se evidencian en 25-35% de los pacientes con TOF
(310-313). Las anomalias cromosomicas se asocian en 12% de los casos,
sindromes monogénicos y asociaciones no mendelianas en un 7%, y anomalias

multiples no clasificadas en un 13% (310, 311).

Diferentes genes causantes de TOF han sido identificados en diferentes
sindromes, y en algunos casos no sindromicos (314, 315). La correlacién entre los
patrones anatémicos cardiacos y algunas anomalias genéticas sugieren que los
mecanismos especificos morfogenéticos puestos en movimiento pueden dar lugar

a fenotipos cardiacos especificos (310, 316).

De igual manera diferentes factores ambientales han sido asociados con aumento
de riesgo para el desarrollo de diferentes CHD, incluyendo TOF. Entre estos se
incluyen diferentes condiciones maternas presentes durante el embarazo como lo

es la diabetes pregestacional, que aumenta el riesgo de CHD de 3.1 -18 veces;
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fenilcetonuria no tratada que aumenta el riesgo mas de 6 veces; enfermedades
febriles, de 1.8 a 2.9 veces (317); factores externos medioambientales, como la
exposicidon a solventes organicos (311), o didxido de carbono durante las primeras

semanas de embarazo (30).

En los siguientes segmentos se abordara a profundidad cada uno de estos
escenarios etiologicos, desde las alteraciones cromosomicas, pasando por las
diferentes variantes monogénicas sindrémicas y no sindromicas descritas, hasta la

influencia ambiental en la aparicion de TOF.
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3.16. Cromosomopatias asociadas a tetralogia de Fallot

3.16.1 Trisomias

Las aneuploidias cromosémicas son la primera causa genética reconocida de
CHD, y aunque casi cualquier tipo de anomalia cardiaca puede ocurrir en el
contexto de una aneuploidia cromosdmica, algunas lesiones prototipicas son
descritas en sindromes frecuentes como AVSD en la trisomia 21, coartacion de
aorta (CoA) en el sindrome de Turner, mientras que otras se encuentran poco
representadas. Esto sugiere de las observaciones genotipo-fenotipo que las
malformaciones cardiacas no se deben al cambio global del contenido génico, sino

de la dosis alterada de genes especificos (4).

En el caso de TOF, este se encuentra asociado con una gran variedad de
alteraciones cromosdmicas, aproximadamente 32% de los casos de TOF ocurren
como parte de la expresion fenotipica de un sindrome que exhibe fenotipos
extracardiacos (313). De estos, los mas frecuentemente asociados son la trisomia
13 (sindrome de Patau), trisomia 18 (sindrome de Edwards) y la trisomia 21
(sindrome de Down) (319-321). Las CHD se encuentran presentes en 80% de los

casos con trisomia 13, y en 90% de aquellos con trisomia 18 (4, 313).

La trisomia 21 (sindrome de Down) es la alteraciéon cromosémica mas frecuente
en los humanos, con una incidencia de 1/680 recién nacidos vivos que aumenta
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progresivamente con la edad materna, llegando a incidencias de 1/30 recién
nacidos vivos en madres de 45 afos de edad o mas (322, 323). El riesgo de
recurrencia es del 1% en la poblacién general (324) y es la causa genética mas

comun de retraso mental en todo el mundo (325).

La trisomia 21 se asocia con la presencia de multiples anomalias extracardiacas
que incluyen: Baja talla, braquicefalia, fisuras palpebrales inclinadas hacia arriba,
pliegues epicanticos, lengua protruida, estenosis duodenal, ano imperforado,
enfermedad de hirschsprung, hipotonia, pliegue palmar unico, déficit cognitivo,
hipotiroidismo (326). Sin embargo, uno de los hallazgos mas destacados es la
presencia de CHD que afectan al 40-60% de los nifios con sindrome de Down vy
son consideradas el factor determinante en la evolucion de los pacientes con
trisomia 21 y el mayor factor de riesgo de morbimortalidad en los 2 primeros afios

de vida (327).

Los defectos del canal atrioventricular (AVCD) son la CHD mas frecuente en la
trisomia 21, mientras que la TOF es la unica cardiopatia conotruncal descrita
presente en 8% de los pacientes afectados (310, 321, 328). Entre los hallazgos
morfologicos distintivos de la TOF en pacientes con sindrome de Down se
describe la presencia de VSD particularmente grande, estenosis de la
subpulmonar que generalmente no es severa, y arterias pulmonares de adecuado

calibre.
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Adicionalmente, las anomalias cardiacas asociadas a la TOF en esta alteracion
cromosomica es AVCD completo tipo C de Rastelli, en donde La insercion de las
valvas anterosuperiores izquierdas, también conocida como valva puente, y la
valva derecha se insertan en un musculo papilar de la pared libre del ventriculo
derecho y esta valva puente se ubica por encima de la comunicacion
interventricular; y en algunas ocasiones ventriculo derecho hipoplasico (310, 328,

329).

Los estudios realizados en Colombia donde se caracterizan las CHD presentes en
pacientes con sindrome de Down son escasos, sin embargo se resaltan dos
publicaciones, la primera realizada por Gamarra y colaboradores en el afio 2013,
quienes estudiaron el comportamiento de las CHD asociadas al Sindrome de
Down en la poblacién de un centro terapéutico especializado de la ciudad de
Bogota, mediante el desarrollo de un estudio descriptivo transversal con registros
clinicos de 157 pacientes con diagnostico cariotipico de Sindrome de Down. Los
resultados de este estudio evidenciaron la presencia de CHD en el 65.8% de los
pacientes, de los cuales 33,7% presentaban CHD con defectos aislados. El
defecto cardiaco mas reportado fue el ductus arterioso persistente, seguido de la
comunicacion interauricular y la comunicacion interventricular. El defecto multiple
mas recurrente evidenciado fue la comunicacion interauricular asociada a

comunicacion interventricular con un 18,4% de los casos (330).
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Posteriormente, Gallo y colaboradores publicaron en el 2015 un estudio
observacional de tipo descriptivo retrospectivo en el que se evaluaron las historias
clinicas de los nifios con diagndstico de trisomia 21, que asistian a la consulta de
cardiologia pediatrica o que nacieron en alguna de las cuatro instituciones
participantes de la ciudad de Bogota (Hospital la Misericordia, Clinica la Mujer,
Centro Policlinico de Olaya y Clinica Candelaria), durante el periodo comprendido
entre enero del 2011 a diciembre del 2014. En este estudio se obtuvo informacion
de 527 pacientes de los cuales el 60.3% presentaban una CHD. Los defectos
cardiacos mas recurrentes identificados fueron el ductus arterioso persistente en
el 27.3%, la Comunicacién interauricular en el 21.3%, Comunicacion
interventricular en el 19.7%. En el caso de la Tetralogia de Fallot solo fueron

reportados tres casos de los 527 evaluados (327).

3.16.2 Deleciones y duplicaciones

Otro grupo de desequilibrios cromosdmicos estrechamente asociados con la
presencia de TOF, son aquellos sindromes que se encuentran asociados a
cromosomopatias estructurales que producen variantes de copia numérica,
especificamente deleciones y duplicaciones. Dentro de este grupo de alteraciones
encontramos sindrome por delecién 8p23, condicidon en donde dos tercios de los
afectados presentan TOF, esto posiblemente causado por su efecto sobre el gen
GATA4, el cual se encuentra en el locus 8p23.1, y como fue explicado

previamente, se expresa en el corazén en desarrollo (331,332). Sin embargo, con
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los adelantos en las técnicas moleculares y citogenéticas, nuevos sindromes
causados por anomalias submicroscopicas han sido identificados, entre estos la
mas frecuente es el sindrome por delecion 22911.2, que produce un espectro de
fenotipos que varia desde el sindrome de DiGeorge (MIM 188400) hasta el
sindrome de velocardiofacial (MIM: 192430). Este sindrome tiene una prevalencia
aproximada de 1 en 4000 recién nacidos vivos (RNV), y CHD se evidencian en

75% de los pacientes afectados (333, 334).

El sindrome de DiGeorge se caracteriza por un fenotipo que incluye: baja talla,
micrognatia, orejas de implantacion baja, déficit auditivo, tortuosidad de la
vasculatura de la retina, hipertelorismo, fisuras palpebrales cortas, ambliopia,
estrabismo, esclerocornea, filtrum corto, paladar alto y/o hendido, uvula bifida;
cardiopatia congénita que incluye tetralogia de Fallot, tronco arterioso, arco aértico
interrumpido, arco adrtico derecho, defectos del septum ventricular, y ductus
arterioso persistente. Otros hallazgos descritos son hernia umbilical, hernia
inguinal, escoliosis, retardo del desarrollo psicomotor, dificultad para el aprendizaje
y el desarrollo del lenguaje, convulsiones, hipoplasia o ausencia de tiroides,
hipoplasia o ausencia de timo, déficit de células T, susceptibilidad a infecciones, e

hipocalcemia (335).

El sindrome velocardiofacial exhibe en su espectro fenotipico baja talla,

microcefalia, cara larga, sindrome de Pierre Robin, retrognatia, anomalias
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auriculares menores, fisuras palpebrales estrechas, discos O6pticos pequenfios,
vasos de la retina tortuosos, embriotoxon posterior, tejido linfoide nasofaringeo
disminuido, nariz tubular, alas nasales hipoplasica, punta nasal bulbosa, paladar
hendido, insuficiencia velofaringea, hipotonia faringea; alteraciones vasculares y
cardiopatias congénitas, presentes en el 85% de los casos, que incluyen defectos
del septum ventricular, tetralogia de Fallot, arco aodrtico derecho, subclavia
izquierda aberrante, anomalias de la arteria carétida interna. Otros hallazgos
incluyen disgenesia pulmonar primaria, hernia inguinal y umbilical, déficit cognitivo,

dificultades de aprendizaje, voz nasal, y manifestaciones psiquiatricas (336).

Los sindromes por delecion 22q11.2 son causados generalmente por una delecién
de 1.5-3 megabases en el locus 22q11.2, que abarca aproximadamente 30-40
genes. Entre los genes enmarcados en esta regién se incluye el gen TBX1, gen
que ha sido asociado en multiples estudios animales con las anomalias vasculares
y cardiacas, y se cree es el mayor contribuyente al fenotipo cardiaco expresado en

delecion 22911.2 (337).

Es importante resaltar que a pesar de que un porcentaje importante de pacientes
con delecién 22911 presentan en su cuadro clinico TOF, solamente un 10% de los
pacientes presentan TOF clasico (312, 338 339), y un 35% de pacientes con TOF
asociada a atresia pulmonar y defecto del septo ventricular (313), presentan una

delecion 22q11.2 (310, 312, 338, 339).
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Los pacientes con TOF y sindrome por delecion 22q911.2 frecuentemente
presentan otras CHD entre las cuales se incluyen: 1. arco adrtico derecho o
cervical con o sin arteria subclavia izquierda aberrante, 2. ausencia o hipoplasia
del septum infundibular, 3. Ausencia de valvula pulmonar, 4. Discontinuidad o
hipoplasia difusa de las arterias pulmonares (312, 338, 340). En el caso de TOF
con atresia pulmonar, la presencia de arterias colaterales aorto-pulmonares, en
ocasiones asociadas a discontinuidad de las arterias pulmonares, son frecuentes
en estos pacientes con prevalencia de 35-40% de deleciones 22q11.2 (313, 341,
342); Caso opuesto a cuando se presenta atresia pulmonar con defecto del
septum ventricular con circulaciéon pulmonar dependiente del ductus arterioso y
arterias pulmonares confluentes, en donde la frecuencia de delecion 22q11.2 es

de aproximadamente el 10% (310).

En Colombia, Salazar y colaboradores analizaron a 61 pacientes atendidos
durante los afios 2008 y 2009, con diagnéstico clinico de CHD no sindrémicas, con
fenotipo normal. De los pacientes analizados 3 presentaron microdelecion
22q11.2, de los cuales dos tenia diagndstico de TOF, y uno presentaba un defecto
septal atrial. Este estudio concluye que La frecuencia de la microdelecién dentro
de la poblacion analizada fue del 4,9%. Los casos que presentaban TOF tenian

una frecuencia de la microdelecion de 7.4% y para ASD del 11.1% (343).
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3.17. Alteraciones monogénicas asociadas a tetralogia de Fallot

Otro mecanismo patoldgico asociados a la presencia de TOF, es aquel relacionado
con la presencia de mutaciones puntuales o pequefas inserciones/deleciones en
donde un gen especifico se encuentra afectado. Estas alteraciones monogénicas
las podemos clasificar dentro de dos grupos acorde a su expresion fenotipica en

aquellos afectados.

El primer grupo es aquel compuesto por sindromes y asociaciones en donde
tenemos un espectro clinico fenotipico claramente definido, que se encuentra
asociado a la alteracion de un gen especifico (Ver tabla 2.). Este es el caso del
sindrome de Alagille, patologia hepato-cardiaca en aproximadamente el 90% de los
afectados presentan CHD, siendo la mas frecuente |la estenosis periférica pulmonar
y la TOF la mas frecuente de las malformaciones cardiacas complejas. Sin
embargo, clasicamente esta se describe un patrén cardiovascular especifico que
consiste en la asociaciéon de TOF con estenosis multiple de arterias pulmonares

periféricas (310, 344).

El gen JAG1, ligando de la via Notch, es el gen descrito como responsable de mas
del 90% de los casos de sindrome de Alagille; este gen ha sido correlacionado con
el fenotipo cardiovascular en diferentes estudios realizados en corazones de

embriones humanos y murinos, donde se ha evidenciado la prevalencia en la
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expresion de este gen a nivel arterial (345). Otro gen asociado es NOTCH 2 el cual
ha sido identificado en grupos familiares con sindrome de Alagille, y es responsable
del 1-2% de los casos (310, 346). El 50%-70% de las mutaciones presentes en el
sindrome de Alagille se producen de novo, y mas del 80% de estas mutaciones
generan proteinas truncadas (mutaciones sin sentido/nonsense, cambio del marco
de lectura, cambios en el sitio de splicing), 7% se asocian a delecion del gen vy el

resto se asocian a mutaciones con pérdida de sentido/missense (347, 348).

Es llamativo en el caso de las mutaciones con pérdida de sentido/missense,
estudios como los realizados por Fengmin Lu y colaboradores, en donde
identificaron una mutacion en JAG1 que co-segrega con CHD en ausencia de
enfermedad hepatica. Este efecto lleva a los autores a sugerir que el corazéon es
mucho mas sensible a las alteraciones en dosis de JAG1, en comparacion al higado

(349).

Recientemente también se ha descrito en el caso de NOTCH2 mutaciones que
causan el sindrome de Hajdu-Cheney, patologia de caracter autosémico dominante
que causa destruccidn focal Osea, osteoporosis, anomalias faciales, quistes
renales, paladar hendido y CHD (350). Estas mutaciones se predicen que alteran el
dominio intracelular PEST (rico en glutamato-serina-prolina-treonina) disminuyendo

el despeje del dominio intracelular de Notch (350-352). Esto sugiere la relacion
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compleja entre genotipo y fenotipo, en donde mutaciones diferentes en un mismo

gen pueden causar sindromes monogénicos diferentes.

Otra patologia contenida en este grupo es el sindrome de CHARGE (Coloboma
ocular, defecto cardiaco, atresia de coanas, retardo del crecimiento y del desarrollo,
hipoplasia genital y anomalias en el oido). En este sindrome se ha reportado que
84% de los pacientes presentan CHD, y la asociacion entre TOF y defecto del canal
atrioventricular es frecuentemente descrita (353). En la mayoria de pacientes la
causa etiolégica son mutaciones en el gen CHD7, gen miembro de la familia
helicasa con cromodominio de union a ADN de modificadores de cromatina

dependientes de ATP (310, 354, 355).

El segundo grupo esta conformado por aquellos casos de TOF no sindrémica, en
donde el analisis molecular de largas series de pacientes ha llevado a la
identificacion de un numero genes asociados a la presencia del fenotipo cardiaco.
Este grupo se considera que es genéticamente heterogéneo, y el numero de genes
identificados es escaso, por lo que se considera que la deteccion de cada defecto
monogénicos es posible solo en algunos casos, y los genes identificados sugieren
un rol importante en el desarrollo de factores de transcripcidon de la cardiogénesis

(Ver tabla 3y 4.) (310, 314, 340, 356).
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Entre los genes identificados se incluye NKX2.5, previamente se describe su rol en
la cardiogénesis en este manuscrito, el cual se expresa en el mesodermo cardiaco
durante fases tempranas de la cardiogénesis y cuya mutacion en modelos murinos
ha sido asociada con falla en el desarrollo cardiaco durante la fase de desarrollo del
corazon linear. Las mutaciones en este gen han sido detectadas en 1-4% de los

casos de TOF no sindrémica (310, 314, 340, 356).

Otros genes descritos son FOG2, considerado como mediador de GATA4 durante
la cardiogénesis y evidenciado alterado en 4% pacientes con TOF aislada (356);
CITEDZ detectado en 6% de los afectados y asociado a muerte in-utero en modelos
murinos (357); JAG1, gen estrechamente asociado al sindrome de Alagille, ha sido
detectado en 3% de los casos de TOF no sindrémica (315, 348). También se han
documentado casos asociados a otras mutaciones en genes de la via NODAL y

algunas variantes raras de TBX1 (314, 358, 359).

En estudios recientes nuevas variantes de los genes FOXC1, HAND2, FOXA2, y
GJA5 han sido reportados en individuos con TOF, sin embargo, es importante
considerar que en algunos de estos casos las variantes genéticas evidenciadas en
los probandos fueron identificadas también en padres no afectados, lo que hace
considerar que estos casos ocurren por la sumatoria de diferentes factores de
susceptibilidad y no por una causa unica (360, 361). Estudios similares han
identificado diferentes CNV, o ganancias o pérdidas de ADN contiguo que varian de
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tamafos de 1 kb a varios Mbs (362), en casos esporadicos de Fallot, que
corresponden a diferentes loci relacionados con genes ya asociados con esta
anomalia, como nuevas regiones criticas que posiblemente correspondan a nuevos
genes relacionados con CHD (314,363-365). Estudios realizados por Greenway y
colaboradores, predice que aproximadamente un 10% de pacientes con TOF no
sindrémica puede ser causada por CNV de novo, lo que sugiere que mutaciones en
genes localizados en estos loci pueden ser la causa etiolégica de otros casos de

TOF (310,363).

Las CNV son detectadas generalmente usando microarrays de polimorfismos de un
solo nucledtido o hibridacién gendmica comparativa. Diferentes retos se presentan
al diferenciar CNV patogénicas de aquellas benignas polimorficas, o que demuestra
la importancia de las CNV patogénicas en CHD (366). Sin embargo, los estudios
publicados a la fecha tienden a enfocarse en subpoblaciones particulares de
individuos con CHD, clasificados generalmente por su anatomia cardiaca. Ciertas
CNV se presentan de manera recurrente y con mayor frecuencia en individuos con
CHD, algunas de las cuales también se asocian con anomalias extracardiacas

(367-369).

El rol de las CNV en TOF ha sido estudiado en dos grandes investigaciones. El
primero por Greenway y colaboradores en el 2009, en donde el 10% de 114
pacientes con TOF se detectaron como portadores de raras CNV de novo,
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posteriormente aproximadamente 400 probandos con TOF fueron evaluados por
CNV en nueve loci obteniendo hallazgos positivos en el 5% de ellos, evidenciando
varias CNV recurrentes con perdida y ganancia en el locus 1921.1 (1% de los

casos) (363).

El segundo estudio fue realizado por Silversides y colaboradores en el 2012, en
donde a mas de 400 adultos con TOF con o sin atresia pulmonar, pero sin
anormalidades genéticas conocidas, como delecién 22q11; evidenciando que CNV
largas (500kbs) y raras eran mas frecuentes en los casos en comparacion a los
controles (8.8% vs. 4.3%) presentando en la mayoria de los casos ganancias
génicas. En los casos en donde las CNV contenian genes, los sujetos eran mas
propensos a exhibir anomalias extracardiacas. Entre las CNV identificadas varias
han sido implicadas previamente como patologicas, como es el caso de
duplicaciones 1g21.1 (observada en 1.2% de pacientes con CHD), duplicacion

16p11.2, y duplicacion 22g11.21 (369, 370).

Finalmente, a pesar de que en la literatura se describen diferentes grupos
clasificados por causa etiolégica genética, existe un proporcion importante de
pacientes con TOF, en asociacion a otras malformaciones, que exhiben un patrén
clinico claro sin una causa etiolégica conocida, como es el caso de la asociacion
VACTERL (anomalias vertebrales, atresia anal, defecto cardiaco, fistula traqueo-
esofagica/ atresia esofagica, anomalias renales, y malformaciones de las
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extremidades), y el espectro &culo-auriculo-vertebral (microtia, microsomia
hemifacial, hipoplasia de la mandibula, quiste dermoide corneal, y malformaciones
en las vértebras cervicales) (310, 371, 372). Estos casos aportan a la nociéon de
heterogeneidad etiolégica que presenta la TOF, por lo que el desarrollo de estudios
centrados en este tipo de patologias podria revelar nuevas vias moleculares

asociadas al desarrollo cardiaco.

Tabla 2. Caracterizacioén clinica y cardiaca de sindromes asociados a tetralogia de

Fallot.

Cadigo Defecto Fenotipo Subtipo de Tetralogia | Cardiopatias
Sindrome OMIM Genético extracardiaco de Fallot Adicionales
Sindrome de - Trisomia 13 | Hendidura orofacial | - -
Patau - -
Microftalmia
Aplasia cutis
Polidactilia
Baja Talla
Déficit cognitivo
Sindrome de - Trisomia 18 | Anomalias faciales | - Displasia
Edwards Anomalias de las polivalvular
manos
Anomalias
cerebrales
Malformaciones
renales
Baja Talla
Déficit cognitivo
Sindrome de 609892 Trisomia 21 | Anomalias faciales | Defectos del septum Defecto canal
Down - ventricular atrioventricular
Estenosis duodenal
Enfermedad de Arterias pulmonares de | Ventriculo
Hirschprung buen tamafio derecho
Hipotonia hipoplasico
Déficit cognitivo
Delecion 8p23 - Delecion Anomalias faciales |~ Defecto c§na|
8p23 atrioventricular
Microcefalia
Hipospadias
Déficit cognitivo
Sindrome de 188400 Delecion Hipoplasia septum ,
. . , Anomalias del
Digeorge 22q11 . . infundibular J
Anomalias faciales arco adrtico
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Anomalias
palatinas

Hipocalcemia
neonatal

Arteria subclavia
izquierda
aberrante

Ausencia de
valvula pulmonar

Malformaciones
cervicales

Sindrome 192430 Atresia pulmonar Hipoplasia de las
Velocardiofacial arterias
Inmunodeficiencia pulmonares
Alteraciones del Grandes arterias
lenguaje colaterales
Problemas del aortopulmonares
aprendizaje
Sindrome de 118450 Mutacién Colestasis crénica - Estenosis multiple
Alagille gen JAG1 Escasez de de las arterias
conductos biliares periféricas
interloburales pulmonares
Mutacién Anomalias
gen Notch2 | esqueléticas
Embriotoxon ocular
Anomalias faciales
Sindrome de 214800 Mutaciones | coloboma ocular - Anomalias del
CHARGE gen CHD7 arco adrtico
Atresia de coanas
Anomalias de las
orejas
Sordera Defecto canal
Anomalias atrioventricular
urogenitales
Retardo del
crecimiento
Asociacién 192350 Desconocido | Defectos - -
VACTERL vertebrales
Atresia anal
Atresia esofagica
Anomalias renales
Malformaciones de
las extremidades
Espectro Oculo- | 164210 Desconocido | picrotia - Anomalias del
Auriculo- Microsomia retorno venoso
Vertebral hemifacial pulmonar
(Sindrome de - -
Goldenhar) H|pop.|aS|a
mandibular
Dermoides
epibulbares

Modificado de Digilio MC, Dallapiccola B, Marino B; Genetics, In: Chessa M., Giamberti A., The Right

Ventricle in Adults with Tetralogy of Fallot (310).
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Tabla 3. Genes asociados a tetralogia de Fallot no sindrémica.

Pacientes con
Genes mutaciones/ Pacientes % Referencias
analizados
NKX2.5 6/150 4% Goldmuntz et al. (340)
9/201 4,50% McElhinney et al. (373)
2/194 1% Rauch et al. (314)
FOG2 2/47 4% Pizzuti et al. (356)
CITED2 3/46 6% Sperling et al. (357)
NODAL 15/121 12% Roessler et al. (358)
JAG1 3/94 3% Bauer et al. (348)
3/112 2,70% Guida et al. (315)
TBX1 3/93 3% Griffin et al. (359)
2/191 1% Rauch et al. (314)
FOXA2 4/93 1% Topf et al. (360)
GJAS 2/178 1% Guida et al. (361)
FOXC1 1/93 1% Topf et al. (360)
HAND2 1/93 1% Topf et al. (360)

Original tomado de Digilio MC, Dallapiccola B, Marino B; Genetics, In: Chessa M., Giamberti A., The
Right Ventricle in Adults with Tetralogy of Fallot (310).

Tabla 4. Genes OMIM asociados a Tetralogia de Fallot.

Cadigo
Locus Gen OMIgM
5g35.1 NKX2-5 600584
8p23.1 GATA4 600576
8qg23.1 ZFPM2 603693
18q11.2 GATAG6 601656
19p13.11 |GDF1 602880
20p12.2 JAG1 601920
22q11.21 |TBX1 602054
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3.18. Factores epigenéticos asociadas a tetralogia de Fallot

Durante el proceso de la cardiogénesis en mamiferos, la especificacion del linaje
celular cardiaco se logra mediante la accion de diferentes factores de transcripcion y
su control meticuloso a nivel epigenético. El desarrollo del corazén durante el periodo
embrionario y especificacién posterior depende de la activacién precisa de un
programa geénico que implica enzimas que controlan el remodelamiento del
nucleosoma, modificacion de histonas, y metilacion de ADN (355). Errores en la
apropiada direccion de estos mecanismos puede resultar en la aparicion de fenotipos
deletéreos en donde se incluyen CHD, o letalidad durante la embriogénesis (355,

374, 375)

Aunque la informacién epidemioldgica indica que los factores medioambientales
juegan un rol importante en la etiologia de TOF, la influencia epigenética debe ser
considerada para lograr comprender los mecanismos que llevan a que las
interacciones genes-ambiente produzcan procesos patoldgicos (7, 376). Actualmente
el mecanismo de modificacién epigenética en humanos mas ampliamente estudiado
es la metilacion de ADN, que ocurre casi de manera exclusiva en el contexto de
dinucledtidos CpG que controlan la actividad transcripcional de los genes (377). La
metilaciéon desacertada de ADN puede resultar en silenciamiento de la expresion

génica e inactivacion funcional, proceso que ha sido evidenciado en varias patologias
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como glioblastoma, leucemia linfocitica crénica, cancer invasivo cervical (378-382).
En el escenario de las CHD se han realizado diferentes estudios en los ultimos afos
buscando revelar el efecto de los mecanismos epigenéticos en la aparicion de este

tipo de patologia (382).

El folato es la vitamina B hallada de forma natural en varios alimentos, es la
encargada de suplir el grupo metilo para las reacciones de metilaciéon en la célula,
incluyendo la metilacion de ADN. Diferentes estudios realizados en grupos
poblacionales diferentes han evidenciado que la suplementacion nutricional de folato
reduce el riesgo de CHD, mientras que el consumo de agentes anti-folato se asocian
con aumento de riesgo (383- 385). El folato y su metabolito asociado homocisteina,
se cree son criticos para la migracién de las células de la cresta neural desde su
origen en la region craneal hasta su destino final en la region toracica, en donde su
participacion es critica en el desarrollo de los grandes vasos, tractos de salida y otras

regiones cardiacas (386).

Bahado-Singh y colaboradores en el 2012 reportaron diferencias significativas en los
niveles de acido félico sanguinea en recién nacidos con sindrome de corazon
izquierdo hipoplasico (387), posteriormente mediante un estudio de casos y controles
evaluaron las diferencias en la metilacion de ADN en diferentes tipos de CHD, con el
proposito de elucidar posibles mecanismos de CHD mediante analisis de vias de los
datos de metilacion, encontrando diferencias significativas en los niveles de
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metilacion de citosina en multiples genes para diferentes categorias de CHD; y en el
caso especifico de TOF mediante analisis utilizando Gene Ontology evidenciando un
posible rol crucial de los genes asociados a la adhesion celular en la patogénesis de

esta anomalia (385).

Otro de los elementos génicos estudiados son los elementos nucleares dispersos
largos — 1 (LINE-1), elementos repetitivos que constituyen el 17-25% del genoma y
son moderadamente ricos en CpG, y la mayoria de los CpGs altamente metilados se
localizan en el extremo 5' de las regiones no traducidas (UTR), donde sirven como
promotores internos (388, 389). Debido a que las secuencias LINE-1 son
retrosposones humanos que se encuentran frecuentemente repetidos y ampliamente
interespaciados, su nivel de metilacion puede servir como un marcador de metilacion
global de ADN (390). Hipometilacion en la regiéon promotora de LINE-1 produce la
activaciéon de elementos LINE-1 que causan la transposicién del retroelemento y
alteraciones cromosomicas (391). Alteraciones del estatus de metilacién de LINE-1
han sido observadas frecuentemente en patologias como cancer de colon, defectos
del tubo neural, lupus eritematoso sistémico; en el caso de CHD hipometilacién de
ADN LINE-1 materna se asociado con la presencia de CHD no sindromicas (390,

392- 396)

En diferentes estudios se ha evidenciado que los pacientes con TOF presentan
niveles significativamente elevados de metilacién en las islas CpG de promotores de

los genes NKX2.5 y HAND1, y en el caso del gen TBX20 se evidencia niveles bajos
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de metilacién en la misma region; hallazgos que han sido consistentes con otros
estudios de expresion de ARNm, sin embargo una correlacion directa entre los
niveles de metilacion de NKX2.5, HAND1, y TBX20; y cambios en los niveles de
expresion de ARNm no han sido establecidas (397). Niveles de metilacion del gen
GATA 4 también han sido estudiados sin embargo no se han evidenciado diferencias

significativas entre individuos afectados y sujetos de control (382).

En los casos de TOF sindromatico también se ha evidenciado el rol de diferentes
mediadores epigenéticos, En el caso del sindrome de CHARGE, analisis ChIP-chip
(Inmunoprecipitacion de cromatina y ADN microarray) del gen CHD7 muestra que
CHD7 se une a sus sitios diana en un tipo especifico celular y se asocia a las tres
formas metiladas de la histona H3K4, sin embargo, se une con mayor fuerza con los
sitios mono-metilados (H3K4me1) y di-metilados (H3K4me2) (398). Los sitios de
unién de CHD7 se localizan alejados de los sitios de inicio transcripcional vy
sobrelapan con sitios de hipersensibilidad DNasa |, indicando que CHD7 podria
unirse y regular regiones enhancer o elementos aislantes para el depdsito de marcas

epigenéticos que definen especificacion de linaje (398, 399).

Genes inactivos que estan marcados por H3K4 mono-metildos y dimetilados
enfrentan una ronda de acetilacion y de-acetilacion excluyendo asi la union de la
Polimerasa Il para la transcripcion de genes, sin embargo, estos genes son

mantenidos en un estado suspendido para su activacion futura. Se cree que CHD7
121



recluta la unidn de otras enzimas modificadoras de histonas para mediar la
metilacion de histonas y la acetilacién/ deacetilacién para afectar la maquinaria
transcripcional (400). A pesar de que actualmente no hay estudios que vinculen
directamente la asociacion de CHD7 a metilado H3K4 y a la expresion aberrante de
genes cardiacos; haploinsuficiencia de CHD7 en ratones causa hipoplasia de la

arteria del arco faringeo, fenotipo observado en ratones TBX1 heterocigotos (401).

En el caso del sindrome de DiGeorge, El rol de TBX1 ha sido ampliamente
estudiado, siendo consistente en su funcion de promover la transcripcion de FGF10
en el SHF. En el caso de su delecion se produce la pérdida de proliferacion celular
en el SHF (402- 405). La regulacion de la expresion génica cardiaca por TBX1
requiere de interaccion cooperativa con NKX2.5 para regular el enhancer Pitx2,
adicionalmente, existe una interaccion fisica y funcional entre TBX1 y ASH2L, siendo
este ultimo un componente central de una subunidad de metiltransferasa de histona
multimérica que es responsable de regular epigenéticamente la transcripcion al
metilar las colas N-terminal de las histonas, y co-activar genes diana de TBX1 (355,

404, 405).

En la ultima década sobresalen en la literatura el numero de estudios sobre ARN no
codificantes, brindando una nueva visidbn a los mecanismos subyacentes de
diferentes condiciones patoldgicas congénitas. Los miRs, pequefias moléculas de
ARN no codificante, conservadas evolutivamente, que regulan de manera negativa la
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expresion génica (245). Se estima que los miRs tienen el potencial de regular 30%
de los genes humanos mediante una serie de complejas vias de sefalizacion (406).
Pueden asimismo coordinadamente regular la estabilidad de multiples genes blanco,
y su expresion anormal puede afectar multiples vias de sefializacion intracelular
causando varias patologias como cancer, diabetes, y CHD (407-409). Los miRs han
sido establecidos como componentes importantes del desarrollo embrionario,
incluyendo la cardiogénesis, funcion normal cardiovascular, y patofisiologia de varios

linajes celulares (410-415).

Su funcién reguladora se basa en seleccionar ARNm para clivaje o represiéon
translacional, causando la disminucion de estos (245). Similar a los genes
codificantes de proteinas, los miRs tienen un origen gendémico (416) y su
disregulacion puede causar diferentes anomalias funcionales y estructurales
cardiacas en el adulto o en el infante produciendo un espectro de alteraciones de las
cuales algunas pueden ser potencialmente fatales como arritmias, cardiomiopatias,

falla cardiaca, y muerte subita (2,417-419).

Recientemente se ha investigado el rol de miRs en la etiologia de las CHD
cianosantes, O’Brien y colaboradores identificaron la asociacién entre TOF no
sindromica con miRs y espliceosomas ARN (415, 420). Este estudio identifico 61
miRs que presentaban cambios significativos en los niveles de expresion de nifios
con TOF, en contraste a los controles. Es importante resaltar de este estudio que los
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niveles de expresion de miR en aquellos con TOF son similares a los expresados en
el miocardio fetal; también que los casos estudiados presentaban variantes de
splicing en el 51% de los genes criticos para el desarrollo cardiaco. 33 miRs fueron
identificados que presentaban disminucion en su regulacion en el tejido miocardico
en TOF comparado al miocardio normal sugiriendo el rol central de los miRs y su
funcién de espliceosoma en TOF (415, 420). Este grupo posteriormente identifico la
correlacién inversa entre la expresion de miR-421 y SOX4 en pacientes con TOF,
siendo este ultimo un regulador clave de la via Notch, lo que sugiere el rol de miR-

421 en TOF (415, 421).

Bittel y colaboradores analizaron el rol de miR-421, el cual se encuentra aumentado
en el tejido del ventriculo derecho de infantes con TOF (420), evidenciando que la
sobrexpresion de miR-421 en cardiomiocitos normales inhibia SOX4, mientras que
en células primarias de pacientes TOF con miR-421 inactivado presentaban aumento
en la expresion de SOX4 (420), apoyando la hipdtesis de una correlacién inversa
entre miR-421 y SOX4 (422, 423). Sin embargo, miR-421 presenta multiples
objetivos, por lo que la posible correlacién directa entre este miR y los cambios de
expresion de SOX4, y su impacto en las vias Notch y Wnt esta pendiente a ser

evaluada (421).

Otros miRs estudiados incluyen miR-940, este parece ser el miRs con mayor
expresion en el tracto de salida ventricular derecho humano normal, sin embargo, se
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encuentra sustancialmente disminuido en pacientes TOF (424). miR-1 y miR-206 han
sido descritos entre los posibles miRs asociados en disminuir la expresion de la
conexina 43, sugiriendo su posible rol en TOF (425, 426). Recientemente estudios de
microarray en biopsias del tracto de salida ventricular de pacientes TOF y controles
identificaron 41 miRs candidatos, de los cuales 18 se expresan de manera
diferenciada en el tracto de salida ventricular derecho de pacientes con TOF no-
sindromico. Estos miRs tienen como objetivo una red de genes asociados a la
cardiogénesis y CHD. Subsecuente datos in-vitro confirman que la sobrerregulacion
de miR-424/424* aumentd la proliferacion e inhibié la migracion de cardiomiocitos
embrionarios de ratén mediante la supresion de HAS1 y NF1, genes que se
reportaron inhibidos en las muestras de pacientes TOF; en contraste miR-222
promueve la proliferacion de cardiomiocitos e inhibe la diferenciacion miogénica de
células P19, por lo que tanto miR-424/424* y miR-222 pueden aportar al fenotipo

TOF al afectar el desarrollo de los cardiomiocitos (Ver tabla 5.) (419, 427).

Tabla 5. microRNAs asociados a la presencia de tetralogia de Fallot.

microRNA Desregulacion | Gen objetivo
miR-222 Aumentado -

miR-1 Disminuido Cx43
miR-424/424* | Aumentado HAS1, NF1
miR-206 Disminuido Cx43
miR-940 Disminuido JAR/D2
miR-421 Aumentado SOX2, SOX4
miR-19b Aumentado -

miR-22 Aumentado -

miR-29c Aumentado -

miR-375 Aumentado -
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3.19. Factores ambientales asociadas a tetralogia de Fallot

Las CHD son patologias complejas, a las cuales generalmente se les acepta un
origen multifactorial que surge de la interaccion de factores genéticos y ambientales
(428). Diferentes variantes genéticas interactuan entre ellas, y juntas actuan con
factores ambientales aumentando la susceptibilidad a CHD; y a pesar de la gran
cantidad de estudios realizados, especialmente durante las ultimas décadas, la

patogénesis de las CHD persiste sin aclararse (2, 429).

Existen multiples factores de riesgo maternos relacionados con CHD entre los que
se incluyen deficiencias nutricionales, uso de medicamentos, consumo de alcohol,
consumo de cigarrillos, e infecciones maternas (385, 430); varios de estos factores
se han evidenciado que actuan en un contexto materno preconcepcional, o feto-
placenta- madre. Madres con diabetes pre-gestacional presentan hasta un aumento
de 5 veces el riesgo en tener hijos con CHD, riesgo que es mayor al reportado por
madres con diabetes gestacional (431). Sin embargo, a pesar de los estudios
realizados, el mecanismo mediante el cual estos factores inducen CHD es

desconocida (385, 432).

Shillingford y Weiner reportaron en el caso de neonatos con sindrome alcohdlico
fetal, patologia causada por el consumo materno de alcohol prenatal, presentan

como CHD mas frecuente ASD (433). Mientras que un estudio de casos y controles
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realizado en Espafia, evidencio que mayor riesgo de desarrollar CHD se encontraba

en el grupo con mayor nivel de exposicion a alcohol prenatal (434).

Torfs y Christianson reportaron que el consumo materno de cigarrillo se asocia con
defectos especificos como AVCD, ASD, y TOF (435). Wang y colaboradores en el
2013 observaron que la amenaza de aborto en estadios tempranos del embarazo
era significativamente mas alta en pacientes con CHD familiar, que en pacientes
con CHD esporadica; mientras que el consumo de cigarrillo fue marginalmente
significativa asociada con CHD familiar, no obstante, ellos consideran que este

resultado se puede ver influenciado por el tamano de la muestra del estudio (432).

Simeone y colaboradores en el 2016 estimaron que 304 casos de TOF, en Estados
Unidos, podian ser prevenidos anualmente eliminando factores de riesgo
modificables, entre los cuales los mas importantes en su estudio son sobrepeso-
obesidad previo al embarazo, edad por encima de los 35 afnos y diabetes

pregestacional (436).

Aunque factores ambientales y genéticos han sido fuertemente asociados con TOF
(437-440), los factores medio ambientales han recibido mayor atencion. Factores
como rubeola y otras infecciones virales, diabetes mellitus, y exposicién a agentes
teratégenos como la talidomida durante el embarazo se han asociado a diferentes

CHD incluyendo TOF en varios estudios epidemiolégicos (441-444). La teoria
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predominante es que estas exposiciones ambientales toman lugar durante un
periodo critico en el desarrollo cardiaco, que resulta en el desarrollo de la TOF
(437,442). La clara relacion entre ciertas exposiciones y TOF, y las limitaciones en
los estudios genéticos en las anteriores décadas ha llevado a que algunos
investigadores postulen que los factores ambientales son probablemente mas

importantes que los factores genéticos en la causalidad TOF (437).
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4. Objetivos

4.1. Objetivo General

1.

Identificar microdeleciones y microduplicaciones reportadas como
asociados a cardiopatias complejas tipo tetralogia de Fallot mediante la
aplicacion de las pruebas moleculares de amplificacion de sondas
dependiente de ligandos multiples (MLPA) e Hibridacion gendmica
comparativa array (Array CGH), en individuos atendidos en un centro de

referencia de la ciudad de Cali en el periodo 2011-2015.

4.2. Objetivos Especificos

1.

Describir las caracteristicas clinicas de un grupo de individuos con
cardiopatias complejas, tipo tetralogia de Fallot, atendidos en un centro de
referencia de la ciudad de Cali en el periodo 2011-2015.

Identificar la presencia de sindrome por delecidon 22q11, mediante la
aplicacion de la prueba molecular de amplificacion de sondas dependiente
de ligandos multiples (MLPA) en pacientes con Tetralogia de Fallot,
atendidos en un centro de referencia de la ciudad de Cali en el periodo
2011-2015

Identificar microdeleciones y microduplicaciones mediante la aplicacion de

las pruebas moleculares de Hibridacion gendmica comparativa array (Array
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CGH), en individuos con estudios negativos para sindrome por delecion

22q11.
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5. METODOLOGIA

Para el desarrollo de los diferentes objetivos se realizo:

5.1. Objetivo 1: Primero se identificaron aquellos pacientes con diagndstico de
cardiopatia compleja tipo Tetralogia de Fallot, que hayan sido valorados por los
servicios de cardiologia pediatrica y genética clinica de la Fundacion Clinica Valle
del Lili durante el periodo comprendido desde enero del afio 2011, hasta enero del
afo 2015. Dicha identificacién se llevé a cabo utilizando el cédigo Q21.3 de la
Clasificacion Internacional de Enfermedades 10° revision (CIE-10), codigo utilizado
como filtro de busqueda en el sistema de gestion de historias clinicas (SAP) para
la consulta de cardiologia pediatrica y genética clinica de la Fundacion Clinica

Valle del Lili.

Una vez identificados los candidatos para inclusion al estudio, se hizo revision de
las historias clinicas de cada paciente, con el objetivo de identificar aquellos
pacientes que realmente presentaran la patologia a estudio y que cumplan los
criterios de inclusion al estudio. Los pacientes identificados que cumplieron los
criterios de inclusion fueron contactados via telefénica llevando a cabo una
estrategia de contacto iterativo de tres a cinco niveles, con el propdsito de
establecer el estado de vitalidad del paciente e invitar a la presentacion del estudio

y firma del consentimiento informado.
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Para la caracterizacion demografica se le aplicé a cada participante del estudio un
instrumento tipo encuesta disefiado de manera exclusiva para este estudio, que en
primera instancia fue administrado de forma personal con el objetivo de recopilar
la informacion relevante sobre las diferentes variables demograficas de cada
individuo. Este instrumento fue administrado por uno de los investigadores

principales, en todos los casos (Ver Anexo 1).

Para la caracterizacion clinica de los pacientes se hizo revisiéon de la historia
clinica de <cada paciente en busqueda de estudios imagenologicos
(ecocardiograma, angiotomografia computarizada, resonancia magnética), vy
procedimientos diagndsticos y/o terapéuticos (cateterismo cardiaco, Intervencién
quirurgica); con el objetivo de realizar una adecuada descripcion anatomo-
patolégica del defecto estructural cardiaco de cada individuo a estudio. Los datos
recolectados tanto sobre la caracterizacion clinica, como la demografica, fueron

almacenados en una base de datos tipo Excel para su analisis.

5.2. Objetivo 2: Para el desarrollo de este objetivo se conté con el apoyo y
entrenamiento del Dr. Julidn Nevado, del Instituto de Genética Médica y Molecular
del Hospital Universitario La Paz, Madrid; Quién asesord a los investigadores
principales en la técnica de Amplificacion Multiple de Sondas Dependientes de

Ligacion (MLPA).
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Inicialmente se desarrollo el protocolo de Procedimiento Operativo Estandarizado
(POE), adaptando la técnica de MLPA a las condiciones locales del Laboratorio de
Medicina Gendmica de la Universidad Icesi, laboratorio especializado en la
elaboracién de estudios moleculares en enfermedades huérfanas y anomalias

congénitas de la ciudad de Cali, Colombia.

Durante el disefio del POE se utiliz6 como fundamento el protocolo general para la
deteccion y cuantificacion de secuencias de acidos nucleicos, establecido por la
compaiia MRC-Holland; y el protocolo ajustado del Instituto de Genética Médica y
Molecular del Hospital Universitario La Paz. Durante el desarrollo de dicho proceso
se contd con la realizacion de pruebas piloto y evaluacion de calidad mediante el
procesamiento de muestras previamente analizadas en el Instituto de Genética
Médica y Molecular del Hospital Universitario La Paz, esto con el propdsito de
evaluar replicabilidad de los resultados y calidad en el procesamiento de las
muestras. Acorde a los resultados obtenidos durante este proceso de evaluacion,

se realizaron ajustes al protocolo operacional de MLPA (Anexo #1).

Para la ejecucion del MLPA para la region 22g11, se hizo uso del kit SALSA®
MLPA® probemix P250 DiGeorge de MRC-Holland. Este kit es de uso para
diagnostico in vitro e investigacién de deleciones o duplicaciones en la region
22q11.2 en seres humanos. Este kit incluye, a parte de las sondas para la region
22q11.2, sondas para las regiones 4q, 8p, 9q, 10p, 17p, y 22913, regiones que

han sido asociadas con fenotipos similares a DiGeorge. En los casos donde hubo
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resultados inexactos se realiz6 un segundo MLPA con el kit SALSA® MLPA®
probemix P324-A2 22q11, kit que contiene sondas para 34 secuencias de la
region 22q11, incluyendo 12 sondas para el gen TBX1, y 10 sondas referencia en
otras regiones autosémicas. El analisis de los datos crudos se realizé mediante el

software de uso libre coffalyser®.

Los pacientes que consintieron participar en el estudio, se les realizé la toma de
muestras biolégicas (muestra de sangre y/o epitelio mucosa oral) para extracciéon
de ADN. A las muestras tomadas (Sangre) inicialmente se le realizé Cariotipo
bandeo G de 25 metafases, el cual fue realizado en la Fundacion Valle del Lili, con
el propdsito de identificar cromosomopatias asociadas a la presencia de
cardiopatias complejas, en los casos en donde fue requerido la lectura se extendio
hasta las 100 metafases. Aquellos pacientes a los que no se les identifico una
alteracion mediante el cariotipo, fueron posteriormente evaluados mediante las
técnicas de MLPA para 22911, realizado en el Laboratorio de Medicina Gendmica

de la Universidad Icesi.

5.3. Objetivo 3: Los pacientes a los que no se les identificaron alteraciones
mediante el cariotipo bandeo G y el estudio de MLPA, se les realizé estudios de
citogenética molecular mediante la técnica de Hibridacion Genémica Comparativa
Array (Array CGH), para la identificacién de micro deleciones/duplicaciones que

estén asociadas a la presencia de las cardiopatias a estudio.
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Este estudio fue realizado por La compafia Sistemas Gendmicos, en Espafa,
utilizando el CytoScan® 750K Array Kit, de Affymetrix. Este es un array mixto que
permite la deteccién de pérdidas y ganancias de ADN, como las pérdidas de
heterocigosidad y las disomias uniparentales. Este microarray tiene una resolucién
de 750,000 sondas dirigidas al 100% de los genes International Symposium of
Cytogenomic Arrays (ISCA), 98% de los genes del Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM) y 96% de los genes Reference Secuence (RefSeq). El andlisis de los
datos crudos del Array CGH se realizé en el Laboratorio de Medicina Gendmica de
la Universidad Icesi utilizando el software de acceso libre Chromosome Analysis

Suite 3.2® de ThermoFisher Scientific®.

Una vez obtenidos los resultados del Array CGH se realizé un analisis comparativo
entre las regiones identificadas como afectadas con CNV por el software
Chromosome Analysis Suite 3.2®, y la informacion recopilada en las bases de
datos DECIPHER y ClinVar. Se utilizé como filtro de busqueda la asociacién entre
las regiones genéticas identificadas y la presencia de reportes previos con
pacientes que exhiben en su fenotipo TOF. Se tomara en cuenta también la
contribucion patogénica reportada en estas bases de datos para establecer la

relevancia de la CNV al fenotipo cardiaco del paciente.

Finalmente se procedid a hacer la entrega de los resultados a los pacientes
participantes de los diferentes estudios citogenéticos y moleculares realizados,

mediante la asignacion de una cita de genética en el area de consulta externa, en
135



la Fundacién Valle de Lili, en donde se le explic6 a los pacientes y sus
acompanantes los resultados obtenidos, respondiendo las inquietudes que

pudieran surgir durante este proceso.

5.4. Criterios de Inclusién

* Individuos que asistan o hayan asistido a la consulta de cardiologia
pediatrica y genética clinica de la Fundacion Clinica Valle del Lili periodo
Enero del afio 2011, hasta enero del afio 2015.

* Individuos con diagndstico de cardiopatias complejas tipo Tetralogia de
Fallot.

* Individuos con historia clinica registrada en el sistema de gestidon y revision
de historias clinicas SAP de la Fundacion Clinica Valle del Lili.

* Individuos de cualquier género, edad, raza, que hayan nacido en el sur-

occidente Colombiano.

5.5. Criterios de Exclusioén

* Individuos nacidos en municipios de departamentos diferentes al Valle del

Cauca, Cauca, Putumayo y Narifo.
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5.6. Consideraciones éticas

El diseno y desarrollo de este estudio cumplié con lo estipulado por la Declaracién
de Helsinki para la investigacion en humanos (445). Dada la naturaleza del
estudio, este fue considerado de riesgo minimo. Fue presentado y aprobado por
los Comités Institucionales de Etica Humana de la Facultad de Salud de la
Universidad Icesi, y el Comité de Etica en investigacion Biomédica de la

Fundacién Valle del Lili.

Se incluyeron padres de cualquier edad, raza o estrato socioecondmico. Se
informd a los participantes en qué consistia su participacién en el estudio y que
este no implicaba riesgo mas alla del que pudiese generar la toma de la muestra

de sangre.

5.7. Analisis estadistico

Los datos recolectados fueron digitalizados en una base de datos Excel, a la cual
se le realizd un analisis estadistico descriptivo mediante distribuciones de
frecuencias relativas (%) representadas en tablas y graficos para describir las

caracteristicas clinicas, sociodemograficas y exposicionales encontradas.
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6. Resultados

Se realiz6 la busqueda de pacientes candidatos al estudio a través del sistema de
gestion de historias clinicas (SAP) de la Fundacién Valle del Lili, utilizando como
criterios de busqueda pacientes que hayan sido valorados por los servicios de
cardiologia pediatrica y genética clinica de esta institucion, con el diagnostico
Tetralogia de Fallot, cédigo CIE-10 Q21.3, en el rango de tiempo comprendido

entre enero del afo 2011 y enero del afio 2015.

Como resultado de esta busqueda se identificaron 289 episodios de atencion
médica a pacientes con TOF entre los afios 2011 y 2015, estos episodios
corresponden a 161 pacientes, 89 de los cuales corresponden al género femenino,

y 72 al género masculino.

De los pacientes identificados, 133 individuos presentan edades menores a los 18
anos de edad, mientras que los 28 individuos restantes corresponden a edades
mayores o iguales a 18 afos. Inicialmente del listado de pacientes con diagndstico
de TOF se excluyen a siete individuos, por ser originarios de otros paises
diferentes a Colombia. A los 154 pacientes restantes, se les intenta contactar via
telefénica llevando a cabo una estrategia de contacto iterativo de tres a cinco
niveles, consistente en llamados telefénicos en diferentes horarios y diferentes

dias de la semana.
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De los 154 pacientes candidatos, se logra contacto telefénico efectivo con 68 de
ellos. De los pacientes contactados, 36 aceptan asistir a la presentacion del
proyecto y firma de consentimiento informado, siendo la dificultad para
transportarse y la falta de disponibilidad de tiempo para la cita, las principales
causas de abstinencia de los otros 32 pacientes. De los pacientes deciden
participar en el proyecto se hace exclusion de uno de los pacientes al confirmar

que el paciente tiene como diagnostico una cardiopatia congénita diferente a TOF.

El grupo definitivo de pacientes reclutados consiste en 35 individuos, entre los
cuales se identifican 18 de género masculino (51.42%) y 17 de género femenino
(48.58%); distribuidos por municipio de origen de la siguiente manera: 29 (82.86%)
originarios de la ciudad de Cali, tres (8.57%) de la ciudad de Popayan, dos
(56.71%) de la ciudad de pasto, y uno (2.83%) de la ciudad de Buga. No se
reportaron pacientes nacidos de municipios del departamento de Putumayo (Ver

figura 15).

De los pacientes reclutados, 85,71% son menores de edad (30 pacientes), y
14,29% son mayores de edad (5 pacientes). Los pacientes presentaban una
distribucién por grupos etarios en donde se encuentran dos individuos menores a
1 afo (7 y 9 meses respectivamente, 2.86%), 12 individuos de 1 a 5 afos
(34.28%), 8 individuos de 6 a 10 afios (22.86%), 9 individuos de 11 a 20 anos

(25.71%), y 3 individuos mayores a 21 anos (8.57%).
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289 Episodios

89 Mujeres

161 Pacientes

72 Hombres

— > 7 no originarics de
Colombia

154 Pacientes

> 90 Pacientes no se

logra contacto
64 Pacientes se contactan
via telefénica
I 18 Hombres
35 Pacientes
participan del estudio

/\ 17 Mujeres

30 Pacientes 5 Pacientes
menores de edad mayores de edad

Figura 15. Reclutamiento de pacientes. Se incluye distribucién del grupo definitivo de 35
pacientes por género.

Dentro de las caracteristicas epidemiolégicas del grupo a estudio se resaltan los
siguientes aspectos: 82.9% (29 pacientes) de las madres de los individuos

participantes, al momento del estudio, se encontraban en estado civil conyugal, ya

140



sea baja el ambito de matrimonio o union libre; 14.3% (5 pacientes) de las madres

refieren encontrarse separadas.

En el 88.6% de los casos el cuidador principal del paciente es su madre (31
casos), en 5.7% (2 casos) se le atribuye a la abuela materna, y en 5.7% (2 casos)
al padre. Acerca del nivel académico, 65.7% (23 casos) de las madres culminaron
estudios de bachillerato, 8.6% (3 casos) culminaron estudios técnicos, 20% (7
casos) culminaron estudios universitarios, 2.9% (1 caso) realizaron estudios de
postgrado, y en el 2.9% (un caso) se reporta solamente haber culminado estudios

primarios.

En 31.4% (25 casos) las madres son multigestantes (multiparas), 14.3% (5 casos)
primigestantes, y en 14.3% (5 casos) se desconoce el numero de gestaciones. En
el 82.9% (29 casos) de los casos la edad materna durante la gestacion del
paciente reclutado se encontraba entre 18 y 35 afios de edad, en 5.7% (2 casos)
se encontraba por encima de los 35 afios de edad, 5.7% (2 casos) en menores de
18 anos y en 5.7% (2 casos) se desconoce la edad materna durante la gesta. En
5.7% (2 casos) se reportaron intentos abortivos durante la gesta, en un caso con

consumo de aspirinas y en otro caso con zumo de perejil.

Sobre la exposicidn materna a toxicos previa a la gestacion, en 17.1% (6 casos)
refieren antecedente de consumo de cigarrillo, 60% (21 casos) consumo de

alcohol, con una periodicidad entre “rara vez”, hasta “frecuentemente”; en 5.7% (2
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casos) se identifica consumo de marihuana, 2.9% (1 caso) consumo de marihuana
concomitante al uso de popers. Es importante resaltar que en 1 caso hay
antecedente de exposicion a radiacion nuclear y en 14.3% (5 casos) se desconoce

la exposicidon a toxicos previa a la gestacion.

Durante la gestacién se identifico exposicidén a diferentes tipos de téxicos, siendo
la mas frecuente el consumo a cigarrillo evidenciado en 8.6% (3 pacientes) de los
casos. Consumo de alcohol fue reportado en 5.7% (2 pacientes) de los casos, no
hubo referencia a consumo de sustancias psicotropicas durante la aplicacion de la
encuesta, pero en 5.7% (2 pacientes) refieren exposicion a pesticidas durante la

gestacion.

Las patologias mas frecuentes reportadas durante la gestacion fueron: infeccién
del tracto urinario/ infeccién vaginal en el 40% de los casos (14 pacientes), 20%
presentaron amenaza de aborto (7 pacientes), 17.1% (6 pacientes) historia de
preclampsia, y en 11.4% (4 pacientes) amenaza de parto pretérmino. Estas 4
patologias corresponden a mas de 88% de lo referido por los participantes (Ver

tabla 6).
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Tabla 6. Patologias identificadas durante la gestacion.

40% (14 casos)

ITU/IVU

20% (7 casos)

AMENAZA DE ABORTO

17.14%
(6 casos)

PRECLAMPSIA

11.43%
(4 casos)

AMENAZA PARTO PRETERMINO

8.57%
(3 casos)

HTA INDUCIDA POR EL EMBARAZO

5.7% (2 casos)

DIABETES GESTACIONAL

5.7% (2 casos)

HIPEREMESIS GRAVIDICA

2.9% (1 caso)

ANEMIA

2.9% (1 caso)

BEBE MACROSOMICO

2.9% (1 caso)

BRONQUITIS

2.9% (1 caso)

HIDRONEFROSIS

2.9% (1 caso)

MIOMATOSIS UTERINA

2.9% (1 caso)

POLIHIDRAMNIOS

2.9% (1 caso)

RCIU

2.9% (1 caso)

RUBEOLA

2.9% (1 caso)

TOXOPLASMOSIS

2.9% (1 caso)

VIH
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En 62.9% de los casos (22 pacientes) refieren el fin de la gestacion a término, en
28.6% (10 casos) fueron nacidos pretérmino, y en 17.1% desconocen su edad
gestacional al nacimiento (3 casos). El diagnéstico de la TOF se realizé en 14.3%
(5 pacientes) durante el periodo prenatal, en 11.4% (4 pacientes) durante el primer
dia de nacido, y en 74.3% (26 pacientes) el diagndstico fue posterior al primer dia
de nacimiento variando entre 2 dias y 51 anos de edad. Al excluir los casos en
donde se realiz6 diagnéstico prenatal de CHD, y el caso en donde el paciente fue
se diagnosticoé en una edad desmesuradamente tardia, el promedio de diagndstico

postnatal de TOF fue a los 37 dias posteriores al nacimiento.

En 34.3% (12 pacientes) se identifico el antecedente de anomalias congénitas en
la familia, en 60% (21 pacientes) no refieren antecedentes familiares de este tipo,
y en 14.3% (5 pacientes) de los casos es desconocido. El antecedente familiar
mas frecuentemente reportado fue la presencia de cardiopatias congénitas 17.1%
de los casos, de las cuales 4 casos fueron CHD no especificadas, 1 caso de
comunicacion interauricular (CIA), y un caso de valvula adrtica bivalva.
Asociadamente se identific6 el antecedente familiar en 3 casos de soplos
cardiacos, pero no se establecid asociacion con alteraciones estructurales, por lo

que se consideraron como soplos inocentes.
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6.1. Resultados Cariotipo bandeo G

Se realizan estudios de cariotipo bandeo G a los 35 pacientes participantes, dicha
prueba se realizd aplicando los protocolos institucionales de La Fundacién Valle
de Lili, y bajo los estandares de calidad establecidos por esta institucion. La
lectura de los cariotipos se realiz6 inicialmente entre 15 y 25 metafases, pero en
los casos en donde fuera necesaria aumentar la cantidad de lecturas debido a

hallazgos anormales (Ej. mosaicos) se escal6 hasta la lectura de 100 metafases.

Se obtuvo como resultado hallazgo de cariograma normal en 29 de los casos, 13
de los casos correspondieron a cariotipo 46,XX y 16 casos a 46,XY. En 4 de los
casos se hizo diagnéstico de trisomia 21 (Sindrome de Down), dos de los cuales
con formula cromosdémica 47,XX+21, y los otros dos 47,XY+21. Durante el estudio
se evidenciaron dos casos de mosaicismo genético, un caso de mosaico de
Sindrome de Down, con formula cromosdmica 46,XX[23]/47,XX+21[2] ; y un caso

46XX (46, XX, der(7)t(7;14)(q36;921)[1])/46, XX [99]) (Ver tabla 7.).
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Tabla 7. Resultados Cariotipo bandeo G.

Numero de Pacientes

Cariotipo Bandeo G

13 46XX

16 46XY

2 47XY+21

2 47XX+21
46XX (46, XX,

1 der(7)t(7;14)(936;q921)[1]/46,
XX [99])

1 46,XX[13]/47,XX+21[2]
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6.2. Resultados amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples

22q11.

Para el estudio de deleciones 22q11 se excluyeron a los cuatro pacientes con
diagndstico de Sindrome de Down (se incluyé en el grupo de pacientes por
evaluar a los casos con hallazgo de mosaico genético, debido a que presentan un
fenotipo muy atenuado). De los 31 pacientes por evaluar, 7 casos tenian estudios
previos de delecién 22911 mediante técnicas de MLPA o Hibridacion fluorescente
in situ (FISH), de los cuales 5 casos tienen resultado positivo, y 2 casos negativos

para delecion 22q911.

Para el estudio de delecion 22911 por MLPA, se procesan 29 muestras de los 31
pacientes con estudio negativo sindromatico mediante técnica de cariotipo bandeo
G. Se hace excepcion en 2 casos debido a que presentan estudios recientes
positivos para delecion 22q11, y su estado clinico dificultaba la toma de una
muestra bioldgica. De los 31 casos estudiados, 9 presentaron hallazgos positivos

para delecion de la region 22q11 (Ver tabla 8.).
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Tabla 8. Resultados amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples
(MLPA) para delecién 22q11.

Género Total por

Masculino Femenino resultado
Delecién | Positivo 4 5 9
22q11 Negativo 12 10 22
Total por género 16 15 31

Pacientes 9, 15, 17, 21 se excluyen por diagndstico de Trisomia 21 (Sindrome de
Down).
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6.3. Resultados Hibridacion Genémica Comparativa Array

Posterior a la realizacion de los estudios de cariotipo bandeo G y MLPA para
delecion 22911, se considero realizar estudios de Array CGH a los 22 casos con
resultados negativos, sin embargo, por dificultades en la cantidad de muestra
disponible para el analisis, solo fue posible realizar dicho estudio en 14 de los
casos con reporte negativo para delecion 22q11. Adicionalmente se decide
realizar estudio de Array CGH a 4 casos con resultado positivo para delecién
22q11, con el propésito de corroborar y garantizar los resultados obtenidos
mediante la técnica de MLPA realizada localmente. En total se procesaron 18

muestras de los pacientes reclutados para el estudio (Ver figura 16.).
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22 Pacientes con estudio
negativo para delecién
22911

‘ > 8 Pacientes se excluyen
por muestra insuficiente

14 Pacientes con estudio
negativo para delecién
22q11

Se incluyen 4 Pacientes
con estudio positivo para
MLPA delecién 22q11

v

18 Pacientes para estudio
de Array CGH

Figura 16. Pacientes procesados mediante hibridaciéon genémica comparativa array.

De los casos procesados, los cuatro pacientes con hallazgos previos positivos
para delecién 22g11, presentaron resultados congruentes en el estudio de Array
CGH. De los 14 pacientes con hallazgo negativo para delecion 22911 en los
estudios de MLPA, se encuentra que 10 de estos presentan deleciones o
duplicaciones que han sido previamente asociadas en las bases de datos
DECIPHER vy ClinVar con la presencia de fenotipos clinicos asociados a TOF

(deleciones y duplicaciones diferentes a la region 22q11). En 3 de los pacientes
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los hallazgos no son congruentes con reportes previos de pacientes con fenotipos
que incluyen TOF; y en un caso la calidad de la muestra de ADN fue insuficiente
durante el procesamiento del Array CGH, por lo que se obtiene un resultado

negativo (serial 29).

En los pacientes valorados se identificd la presencia de sindromes genéticos
diferentes al sindrome por delecion 22q11, entre los que se incluye un caso de
sindrome por delecién 19p13.3 , regiéon que también compromete el gen STK11,
asociado al sindrome de Peutz Jegher, patologia que afecta el sistema
gastrointestinal, y se asocia con pdlipos, cancer gastrointestinal y/o pancreatico
(MIM 175200); tres casos de sindrome por duplicacion 9q34.3; y un caso de

sindrome por delecion 18p- (MIM 146390) (Ver Tabla 9.).
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Tabla 9. Resultados Hibridacion Gendémica Comparativa Array (Array CGH).

Serial Hallazgos CGH arr[GRCh37] Resultado asociado TOF Tamaiio Kbp
1 19p13,3 (770324-1351221) x1 Pérdida 19p13,3 580
2 14932.33(106251069-107184555)x3 Ganancia 14g32.3 933
8024.3(142149466-142679502)x3
20q13.33(60778132-61438884)x3 Ganancia 8g24.3 530

10g26.3(134411047-135190432)x3

5p15.33(2402960-2816986)x3
16g24.1(85185677-85645027)x3 Ganancia 10926.3 779
4935.2(190292924-190742740)x3

7p22.3(120260-727234)x3
11p11.12(50306192-51401795)x1 Ganancia 9q34.3 1163
20913.33(61791452-62347395)x3

5 8024.3(143169754-143757306)x3
14932.33(106099298-106530460)x3 Ganancia mosaico 6026 9806
9034.3(138978513-140141288)x3

Yp11.2(5109832-5681000)x2
6026027(161108298-170914297)x2-3 Ganancia 16p11.2 1003
1p36.33p36.32(1988908-3627839)x3

16p11.2(32860753-33863672)x3
16p13.3(1052600-1614240)x3
16g24.2924.3(88301983-89025741)x3
5p1211.1(45854178-49568724)x1

Ganancia 16qg24.2 724

6 14g32.33(106089648-106740452)x3 Ganancia 14g32.33 651

20913.33(60778132-61336258)x3

Ganancia 9934.3 656
10926.3(134431282-135203443)x3
14932.33(106099298-106712665)x3
Ganancia 1p36.32 459
90934.3(139393340-140049204)x3
7 1p36.32(3168767-3627839)x3 )
Ganancia 8qg24.3 518

1p36.33p36.32(2003054-2904645)x3

8024.3(143326401-143844146)x3
16g24.2924.3(88301983-89165349)x3 Ganancia 16q24.2 863
12p11.1912(34537705-38385512)x1
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12p11.22(28892643-29584825)x3,

18p11.32p11.31(136227-3039475)x1

Pérdida 18p11.32

2903

18p11.32911.2(136227-21251243)x1-2

Pérdida mosaico
18p11.32

21115

10

1p36.32(2775081-3614923)x3

8024.22(131856866-133023163)x1

1p33(49271310-49678990)x1

4924(105046117-105483092)x1

Ganancia 1p36.32

840

Xq21.33(96317067-96720177)x2

8011.1(47204071-47807237)x1

14g12(24967063-25389670)x1

11p11.12(50306192-51462934)x1

Ganancia Xg21.33

403

8024.3(143160064-143865737)x3

20913.33(60772851-61420278)x3

16p13.3(549826-1005608)x3

11914.2(87607931-88024051)x1

Ganancia 8g24.3

706

Xq21.31(88878700-90018009)x2

10p11.21(36637020-37105589)x3

Xp21.1(33360288-33990988)x2

2p16.1(56617401-57024053)x1

Ganancia Xg21.31

1139

30913.32(117602344-118036207)x1

5p1211.1(45854178-49568724)x1

6p11.2911.1(58472400-62258930)x1

11p12(42692426-43148526)x1

Ganancia Xp21.1

631

11

104g26.3(134492208-135426386)x3

10g26.13026.3(126258033-135426386)x2-3

8024.3(143176114-143600023)x3

Ganancia 8g24.3

424

14g32.33(106072250-106766782)x3

1p36.32(3156128-3627839)x3

Ganancia 1p36.32

472

1p36.33p36.32(2185499-2899460)x3

16q24.3(88743923-89174624)x3

Ganancia 16g24.3

431

13

10g26.3(134431282-135153283)x3

9034.3(139027885-139763903)x3

4935.2(190292924-190746990)x3

Ganancia 9934.3

736

8024.3(143155984-143844146)x3

20913.33(60773195-62279543)x3

Ganancia 8g24.3

688
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5p15.33p15.31(113576-7865527)x2-3

1p36.32(3168767-3627839)x3

16p13.3(536666-1054247)x3 Ganancla 1p38.32 459

8p23.3p23.1(158048-8853528)x2-3

1p36.33p36.32(2185499-2950492)x3 Ganancia mosaico 8p23.3 6695

16p11.2(32524764-33742056)x1

16924.2q24.3(88301983-89165349)x3 .

Ganancia 16924.2 863

8p11.1g11.1(43424102-47478753)x1
20 1p36.32(3168767-3614923)x3 Ganancia 1p36.32 446

1p36.32(3168767-3614923)x3 Ganancia 1p36.32 446
23 16924.3(88743923-89165349)x3 Ganancia 16q24.3 421
24 14932.33(106259552-106740452)x3 Ganancia 14932.33 481
29 Negativo Negativo

1p36.32(2786144-3614482)x3

Xq12(65523669-65932909)x1

8011.1(47204071-47767021)x1 Ganancia 1p36.32 828

11p11.12(49385980-49789981)x1

11p11.12(50306192-51462934)x1
32 8024.3(143155984-143630256)x3

Yp11.2(4904853-5612061)x1

3013.32(117602344-118051557)x1

Ganancia 8g24.3 474

5p1211.1(45905665-49552685)x1

12p11.1912(34537705-38381205)x1

Xp11.21911.1(58034898-62044757)x1

Adicionalmente se procesan muestras de los pacientes con serial 03, 04, 12, y 31
que presentan estudio de MLPA para delecion 22q11 positivo. Los resultados
evidenciados en el Array CGH son congruentes con lo reportado por el MLPA.
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7. Discusion

7.1. Alteraciones cromosomicas detectadas por cariotipo bandeo G

En el presente estudio se decide inicialmente filtrar a todos los pacientes mediante
el desarrollo de un cariotipo bandeo G, esto debido a la clara asociacién entre las
CHD vy la presencia de aneuploidias cromosomicas; y particularmente en el caso
de TOF con las trisomias cromosdmicas mas frecuentes, particularmente la

trisomia 21 (4, 313).

En la poblacion estudiada se evidenciaron en 4 de los casos (11.43% de los
participantes) la presencia de trisomia 21 (Sindrome de Down). Es importante
nombrar que estos pacientes exhiben un claro fenotipo extracardiaco tipico de
esta patologia, como lo es la baja talla, braquicefalia, fisuras palpebrales
inclinadas hacia arriba, pliegues epicanticos, lengua protruida, hipotonia, y déficit
cognitivo, e hipotiroidismo (326); sin embargo se optd por no excluirlos del estudio
debido a que su seleccion se realizé de manera aleatoria, y ademas su inclusion
permitiria establecer el porcentaje de pacientes con TOF secundaria a la
presencia de trisomia 21 en la poblacion a estudio. Opuesto a los estudios
realizados por Gamarra y colaboradores en el afo 2013 (330), y Gallo y
colaboradores en el 2015 (327), quienes evaluaron y caracterizaron la presencia
de CHD en pacientes con diagnéstico de trisomia 21 de origen Colombiano;

siendo en este ultimo estudio el unico en donde se reporta el hallazgo de TOF en
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tres casos (0.57%) de los 527 evaluados, a pesar de que en la literatura
internacional este hallazgo esta descrito en el 8% de los pacientes afectados (310,

321, 327, 328).

A pesar de la estrecha relacion entre la trisomia 21 y las CHD, es poco lo que se
conoce sobre los genes causantes del espectro fenotipico cardiaco en este
sindrome. Los defectos cardiacos en el sindrome de Down generalmente incluyen
defectos del septum atrioventricular, lo que sugiere como candidatos de la region
de CHD en trisomia 21, a los genes expresados en estos tejidos durante el
desarrollo. La formacién del septum atrioventricular requiere la transformacion,
migracion, proliferacion, y diferenciacion de células de los cojinetes
atriventriculares, septum atrial primario, mesocardio dorsal, y células de la cresta

neural, con un posible rol de las células derivadas del epicardio (446, 447).

Estudios realizados durante la ultima década han delimitado la region critica de
CHD en trisomia 21 a un area de 5.5Mb localizad entre D21S3 vy
fosfofructoquinasa tipo hepatica (PFKL), que contiene 29 genes conocidos y 25
genes predichos. D21S3 ha sido delimitada por los defectos del septum ventricular
y PFKL por TOF. Esta region abarca también la molécula de adhesién celular de

sindrome de Down (DSCAM) (448, 449).

En este estudio no se encontraron casos asociados a trisomia 13 (sindrome de

Patau), y trisomia 18 (Sindrome de Edwards). Aunque dichas alteraciones exhiben
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entre sus hallazgos fenotipicos la presencia de CHD en un 90% y 80%
respectivamente, su alta tasa de mortalidad, hasta de un 90% durante el primer
ano posterior al nacimiento, hace improbable que se incluyeran pacientes con
estas patologias en la poblacion reclutada. Esto teniendo en cuenta que el
paciente mas joven reclutado para este estudio tenia una edad de 7 meses al

momento de su inclusion (4, 313, 450).

También fueron detectados en este estudio dos casos de mosaicismo genético, un
caso de mosaico de trisomia 21, con férmula cromosdmica 46,XX[13]/47,XX+21[2]
; ¥y un caso 46XX (46, XX, der(7)t(7;14)(g36;921)[1]/46, XX [99]). En el primer caso
la paciente no presenta al examen fisico hallazgos fenotipicos compatibles con
sindrome de Down, a excepcion de la CHD tipo TOF. Lo evidenciado en el
fenotipo de la paciente es congruente con lo descrito por Fishler y Koch en 1991, y
Bhatt y colaboradores en el 1995; quienes describieron la variabilidad fenotipica
en pacientes con mosaicismo de trisomia 21, desde un fenotipo que asemeja una
trisomia completa, hasta un fenotipo casi normal; lo que se puede explicar por la
variacion en la proporcién células trisomicas entre individuos, y entre tejidos

diferentes del mismo individuo (451,452).

Es importante mencionar el estudio de Papavassiliou y colaborados del 2009,
estudio en donde se evalud la proporcion de células trisomicas presentes en
tejidos de diferente origen embrioldgico, sugiriendo que esta relacion influye sobre
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el resultado fenotipico en casos de mosaicismo de trisomia 21. En este estudio se
considera que la variabilidad en los niveles de trisomia entre tejidos se puede
deber al recambio y crecimiento celular inherente de cada tejido (453).
Adicionalmente observo variacion en los niveles de la trisomia a edades mas
tardias, reportando mayores niveles en los pacientes estudiados (453).
Finalmente, este estudio sugiere que la presencia o ausencia de CHD se
encuentra mas relacionada con los niveles de la trisomia en linfocitos, que en
células de la mucosa epitelial, lo que se puede reflejar en el hecho de que tanto la

sangre, como el corazén son derivados mesodérmicos. (453,454)

Se considera que, aunque el hallazgo de la trisomia 21 en mosaico puede explicar
la presencia de la CHD, el fenotipo atenuado de la paciente y la probabilidad de
que exista la co-ocurrencia de mosaicismo de trisomia 21 y microdelecién 22q11
justifican progresar con el protocolo diagnéstico del estudio y realizar estudios de

MLPA para dicha delecion (455).

El segundo caso con cariotipo 46XX (46, XX, der(7)t(7;14)(q36;921)[1]/46, XX
[99]), al examen fisico exhibe, aparte de la TOF, estrabismo, y antecedente de
retardo del desarrollo psicomotor, el cual resolvid en el periodo posterior a la
correccion de la CHD. Se cree que el hallazgo del mosaicismo, por evidenciarse
en una razéon de 1:99 metafases, es un mosaicismo de bajo grado, que no

presenta relevancia clinica y que puede ocurrir a causa de errores en la mitosis de
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células somaticas, motivo por el que se decide realizar estudios de MLPA para

delecion 22911 (456-457).

7.2. Hallazgos Amplificacion Multiple de Sondas Dependientes de ligandos

multiples 2211

Nueve de los pacientes reclutados presentaron hallazgos positivos en las pruebas
de MLPA para sindrome por delecion 22q11. Dichos pacientes presentaban
hallazgos fenotipicos extracardiacos entre los que se incluian: 4 pacientes con
retardo del desarrollo psicomotor, 2 con déficit cognitivo, 2 casos con fenotipo
caracteristico de sindrome velocardiofacial 1 caso de hipotiroidismo, 1 caso de
paladar hendido, 1 caso de voz nasal, y 1 caso de astigmatismo-miopia. Dichos
hallazgos han sido descritos tanto en el sindrome de DiGeorge, como en el

sindrome velocardiofacial (335,336).

De dichos pacientes se tuvo acceso en cinco casos a sus ecocardiogramas pre-
quirurgicos, los cuales todos presentaban CHD asociadas. Entre las CHD
asociadas se reportan 3 casos con colaterales aorto pulmonares, 3 casos de
arteria subclavia aberrante, un caso de ductus arterioso persistente, un caso de
atresia pulmonar concomitante con defecto del septo ventricular, y un caso de arco
aortico derecho; este ultimo presentandose concomitantemente a una arteria

subclavia aberrante. La presencia de estas CHD asociadas es concordante a lo
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descrito en la literatura sobre el fenotipo cardiaco de las deleciones 22q11 (Ver

tabla 10.) (312, 313,338, 340-342).

A pesar de que el presente estudio no es comparable con el estudio realizado en
Colombia por parte de Salazar y colaboradores, debido a metodologia y tipo de
poblacion, es relevante contrastar que en dicho estudio de 61 pacientes con
diagnéstico clinico de CHD no sindromica y fenotipo normal, 3 (4.9%) presentaron
delecion 22q11.2, de los cuales dos (3.28%) tenian diagndstico de TOF, y uno
presentaba un (1.64%) defecto septal atrial (343). Mientras que en el estudio
actual 9 de los casos con TOF presentaron hallazgo positivo de delecion 22q11,
dato equivalente al 25.71% de los casos estudiados, 0 29% de los casos con
fenotipo no compatible con sindrome de Down, porcentajes concordantes con lo
descrito en la literatura internacional (310-313, 338, 339). El contraste de estos
estudios sugiere que el sindrome por delecién 22911 podria aportar poco a la
etiologia de las CHD no sindrémicas, pero ser una de las causas mas importantes

a descartar en cuadros de TOF sindromatica, y no sindromatica.
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Tabla 10.

Descripcidon ecocardiografica pacientes con delecién 22q11.

SERIAL

Descripcion ecocardiograma

Ecocardiograma
Prequirdrgico/Posquirurgico

003

CIV perimembranosa, atresia pulmonar,
colaterales aortopulmonares, vena cava
superior izquierda drenaba al seno coronario.

Prequirdrgico

004

Arteria subclavia aberrante, ostium
secundum, CIV subadrtico.

Prequirdrgico

012

Insuficiencia pulmonar abierta, insuficiencia
tricuspidea moderada, Postoperatorio
quirurgico.

Posquirurgico

025

CIV subadrtico, cabalgamiento de la aorta
sobre el septum interventricular en un 50%,
colateral aortopulmonar con shunt de
izquierda a derecha, insuficiencia tricuspidea,
estenosis severa del tracto de salida del
ventriculo derecho

Prequirdrgico

030

Doble lesiéon pulmonar leve, posquirurgico

Posquirurgico

031

Atresia pulmonar con CIV, doble lesidon
pulmonar sin repercusion, posquirurgico

Posquirurgico

033

Tetralogia de Fallot

Desconocido

34

Estenosis valvular pulmonar moderada a
severa, hipoplasia de anillo, tronco pulmonar,
CIV subadrtico, ductus arterioso restrictivo,
no se descarta la presencia de una colateral
aortopulmonar ; aorta cabalgando septum
interventricular, estenosis infundibular
hipoplasia leve del segmento proximal del
tronco de la arteria pulmonar con calibre
normal de su segmento distal, arco adrtico
derecho, arteria subclavia izquierda
aberrante.

Prequirdrgico

35

Subclavia aberrante

Prequirdrgico
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7.3. Hallazgos encontrados mediante Hibridacion Gendémica Comparativa

Array

Se realizaron estudios de Array CGH a 18 pacientes, de los cuales 14 casos
tienen estudios negativos de MLPA para delecion 22q11. De los pacientes
evaluados se corrobora el diagnéstico de los 4 casos de delecion 22q11.
Adicionalmente se detectan otros casos sindromaticos, que incluyen un caso de
sindrome por delecion 19p13.3 que puede presentarse de manera concomitante
con sindrome de Peutz Jeghers, tres casos de sindrome por duplicacion 9q34.3, y

un caso con sindrome por delecién 18p-.

En cinco casos se reportan hallazgos de CNV en regiones que han sido asociadas
con TOF no sindrémica, en las bases de datos de ClinVar y DECIPHER; en tres
casos no se reporta asociacion entre las CNV detectadas y el fenotipo cardiaco
exhibido. En un caso se presenta falla en el procesamiento del Array CGH por no

tener suficiente muestra bioldgica (Ver tabla 11.).
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Tabla 11. Hallazgos Hibridacion Gendmica Comparativa Array (Array CGH)
asociados a la presencia de Tetralogia de Fallot.

Resultado L . P
Serial | asociado PatolGgico | Patologico Interpretacion
DECIPHER | ClinVar
TOF
Sindrome por microdelecidon 19p13. Regidn asociada
a fenotipo que incluye CHD vy alteraciones faciales.
" No hay reportes previos de TOF. Regidn
Pérdida . .
1 19p13,3 - - compromete gen STK11 asociado a sindrome de
’ Peutz Jegher, patologia que afecta el sistema
gastrointestinal, y se asocia con pdlipos, cancer
gastrointestinal y/o pancreatico.

) Ganancia i i Regidn asociada con cadena pesada
14932.3 inmunoglobulina (IGH), no explica fenotipo.
Pérdida

3 Z?Ziall.czol N N Sindrpme dele’cién 22q11 (Vglocardiqfacial /
perdida DiGeorge sindrome). Explica fenotipo.

22q11.21
Pérdida
4 rznzc;siallc.;) N N Sindrpme dele’cién 22911 (Vglocardiqfacial /
bardida DiGeorge sindrome). Explica fenotipo.
22q11.21
Ganancia N N Regidn asociada a fenotipo de forma anormal de la
8qg24.3 caray TOF.
Glz(a)r;azr;cilsa - - Regidn asociada a TOF.
. Sindrome por duplicacién 9q34.3, regién asociada a
Ganancia . . . .
9934.3 - - fenotlpo (‘:le anomall‘as en‘ la oreja, hernia
5 diafragmatica congénita, hidrocéfalo, y TOF.
Ganancia
mosaico - - Regidn asociada a TOF.
6026
Gla6r|:)alnlc.|2a - - Regidn asociada a TOF.
Ganancia Regidn asociada a fenotipo de discapacidad
16qg24.2 i i intelectual, prognatismo, lengua protruida, y TOF.

6 Ganancia i i Regidn asociada con cadena pesada
14932.33 inmunoglobulina (IGH), no explica fenotipo.

7 Ganancia i i Sindrome por duplicacién 9q34.3, regién asociada a
9g34.3 fenotipo de anomalias en la oreja, hernia
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diafragmatica congénita, hidrocéfalo, y TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo de anomalias en la oreja,
1p36.32 hernia diafragmdtica congénita, hidrocéfalo, y TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo de forma dé la cara
8q24.3 anormal y TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo que incluye discapacidad
16qg24.2 intelectual, prognatismo, lengua protruida, y TOF.
Pérdida
18p11.32 Sindrome por delecién 18p-. Regidn asociada a

8 Pérdida fenotipo que incluye tronco arterioso persistente y
mosaico TOF.

18 p11.32

Ganancia Regidn asociada a fenotipo de anomalias en la oreja,
1p36.32 hernia diafragmdtica congénita, hidrocéfalo, y TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo de retardo del desarrollo
Xq21.33 del lenguaje, microcefalia y TOF.

10 Ganancia Regidn asociada a fenotipo de forma anormal de la
8qg24.3 caray TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo de retardo del desarrollo
Xg21.31 del lenguaje, microcefalia y TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo de retardo del desarrollo
Xp21.1 del lenguaje, microcefalia y TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo de forma anormal de la
8qg24.3 caray TOF.

11 Ganancia Regidn asociada a fenotipo de anomalias en la oreja,
1p36.32 hernia diafragmdtica congénita, hidrocéfalo, y TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo que incluye discapacidad
16qg24.3 intelectual, prognatismo, lengua protruida, y TOF.
Pérdida

12 rznzczqsiallc.(; Sindrpme dele’cién 22911 (Vglocardiqfacial /
bardida DiGeorge sindrome). Explica fenotipo.
22ql1.21
. Sindrome por duplicacién 9q34.3, regién asociada a
Ganancia . . . .
9934.3 fenotlp(? (‘1e anom?h?s en‘ la orfeja, hernia
diafragmatica congénita, hidrocéfalo, y TOF.
13 Ganancia Regidn asociada a fenotipo de forma anormal de la
8qg24.3 caray TOF.

Ganancia Regidn asociada a fenotipo de anomalias en la oreja,

1p36.32 hernia diafragmdtica congénita, hidrocéfalo, y TOF.
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Ganan.ua Region asociada a fenotipo de Anomalias dentales,
mosaico + - . . .
8p23.3 nariz bulbosa, discapacidad mental leve, y TOF.
Ganancia Regidn asociada a fenotipo que incluye discapacidad
16q24.2 i i intelectual, prognatismo, lengua protruida, y TOF.
20 Ganancia i N Regidn asociada a fenotipo de anomalias en la oreja,
1p36.32 hernia diafragmdtica congénita, hidrocéfalo, y TOF.
Ganancia i N Regidn asociada a fenotipo de anomalias en la oreja,
23 1p36.32 hernia diafragmdtica congénita, hidrocéfalo, y TOF.
Ganancia Regidn asociada a fenotipo que incluye discapacidad
16qg24.3 i i intelectual, prognatismo, lengua protruida, y TOF.
24 Ganancia i i Regidn asociada con cadena pesada
14932.33 inmunoglobulina (IGH), no explica fenotipo.
29 Negativo Negativo*
Pérdida
31 rznzc;siallc.;) N N Sindrpme dele’cién 22q11 (Vglocardiqfacial /
bardida DiGeorge sindrome). Explica fenotipo.
22q11.21
Ganancia i N Regidn asociada a fenotipo de anomalias en la oreja,
32 1p36.32 hernia diafragmdtica congénita, hidrocéfalo, y TOF.
Ganancia N N Regidn asociada a fenotipo de forma anormal de la
8qg24.3 caray TOF.

*Se incluyen pacientes serial 03, 04,12, 31 con resultado previo de MLPA para delecion 22q11:
Paciente serial 02 con hallazgo que no justifica fenotipo y paciente serial 29 que presenté falla en
el procesamiento del Array CGH.
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7.3.1. Paciente con sindrome por delecién 19p13.3

En el paciente serial 01 se hace diagndstico de sindrome por delecién 19p13.3.
Esta patologia ha sido descrita recientemente en una muestra de cuatro pacientes
con macrocefalia, bosa frontal, estrabismo divergente, hipoplasia del nervio éptico,
retardo del desarrollo, convulsiones, hipotonia, ataxia (458). Nuevos reportes han
surgido, entre los que se incluyen casos asociados a la presencia de CHD, entre
las que se describen principalmente defectos del septum atrial y defectos del
septum ventricular, sin embargo a la fecha no se han descrito casos asociados a

TOF (459).

En esta region también se encuentra el gen STK11. Este gen contiene 10 exones
que abarcan 23 kb, y codifican una serina/treonina quinasa de 433 aminoacidos.
Esta quinasa se considera puede estar involucrada en el arresto del ciclo celular
G1, via de apoptosis dependiente de p53, regulacién del factor del crecimiento

endotelial vascular, y en la via Wnt-beta catenina (460).

Diferentes alteraciones en el gen SRK11 han sido asociadas con el sindrome de
Peutz Jeghers, entre las cuales las mas notables son mutaciones puntuales y
deleciones (461, 462, 463). Este sindrome tiene un patrén de herencia autosémica
dominante, con una prevalencia estimada entre 1 en 8,300 a 1 en 280,000
individuos; y se caracteriza por la presencia de harmatomas gastrointestinales,

hiperpigmentacion y lentigos en labios y extremidades; y predisposicion a
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malignidades gastrointestinales, pancreaticas, pulmonares, mama, utero, ovario, y

tumores testiculares (461, 462, 463).

En el caso especifico del paciente diagnosticado en este estudio, se considera que
puede ser el primer caso de sindrome por delecién 19p13.3, que presenta dentro
de su espectro clinico cardiaco TOF, otra posibilidad es el compromiso de genes
contiguos que pudieran causar un fenotipo cardiaco mas severo. Sin embargo no
se puede descartar la posibilidad de mutaciones puntuales en otros genes, o la
influencia del ambiente como agravante del fenotipo cardiaco. Se requiere realizar
seguimiento de la paciente por el riesgo que implica la delecion del gen STK11 en

el desarrollo de procesos malignos.
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7.3.2. Pacientes con sindrome por duplicaciéon 9¢g34.3

Los pacientes con serial 05, 07, 13 presentaron entre los hallazgos del estudio de
Array CGH, la presencia de ganancia génica en la region 9g34.3. Las
duplicaciones del brazo largo del cromosoma 9 han sido escasamente reportadas
en la literatura, sin embargo, en aquellos casos descritos se describen diferentes
anomalias congénitas, entre las que se incluyen: déficit cognitivo, dolicocefalia,
asimetria facial, microftalmia, mentén prominente, microstomia, retrognatia,
aracnodactilia, camptodactilia, y alteraciones del sistema musculo esquelético
(464). De estos hallazgos fenotipicos reportados en la literatura, ninguno es
evidenciado en los pacientes reportados, excepto por la presencia de artrosis
bilateral de rodillas en uno de los casos. Este caso adicionalmente presenta

hipertrofia pilérica, e hipertrofia de adenoides.

La primera descripcion clinica de la trisomia parcial 99 como un nuevo sindrome
fue realizada en 1975 por Turleau y colaboradores, posteriormente en 1983
Allderdice y colaboradores describieron el caso de una familia con siete individuos
afectados por una insercion invertida de un cromosoma 9, que causoé la
duplicacién de la region 9934 posterior a la recombinacion meidtica (465, 466).
Otros casos fueron descritos consecutivamente en las décadas de los 80's y 90’s,

pero en ninguno de estos se evidencio la presencia de TOF (467, 468).
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Allderdice diferencié los fenotipos asociados a la duplicacion distal de 9q en dos
grupos, tomando en cuenta la longitud del segmento trisomico. El grupo | incluye
los casos con trisomia 9931 a 9qter, o 9932 a 9qter, mientras que el grupo |l
abarca una duplicacion mas corta de la region 9q34, que en su descripcion
resultaban de la herencia de una translocacion desbalanceada en uno de los

padres (464,466).

Nuevos casos con mutaciones de novo han sido descritas durante la ultima
década, estos casos son interesantes debido a la expresion de TOF en estos
pacientes. El primer caso es reportado por Amarillo y colaboradores en el 2015,
presenta tres CNV contiguas (triplicacion-duplicacién-triplicacion) en 9q34.2-q34.3
(3.76 Mb; hg19; 137259675-141020389); este paciente presentd concomitante a la
TOF ausencia de la valvula pulmonar, y en el rostro facies triangulares en
asociacion a una frente amplia (469). El segundo caso descrito por Liu y
colaboradores, describe un paciente de 32 semanas de gestacion que presenta
una duplicacion distal de 5.47 Mb en 9934 y una delecion de 1.25 Mb en 16p11.2
(470). En ambos casos los pacientes presentaron un pobre prondstico, en el
primer caso el paciente fallece horas después del nacimiento secundario a una
disfuncion ventricular e hidrops fetal, y en el segundo caso los padres optan por la

terminacién voluntaria del embarazo (469, 470).

Estos casos han permitido proponer nuevos genes candidatos asociados a TOF

entre los que se incluyen el gen RXRA, una subclase de receptor X retinoide
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(RXR) que se une como homodimeros, forma heterodimeros con los receptores de
acido retinoico (RAR), y juntos se unen sinérgicamente a elementos de respuesta
del ADN para promover la transcripcién de genes que promueven vias especificas
de transduccién de sefiales (469). Sin embargo, en los pacientes que presentaron
la duplicacion 9934 en el presente estudio, ninguno exhibe compromiso de este
gen, lo que puede sugerir una region critica que afecta genes adyacentes a RXRA.
Es importante nombrar que en los tres casos se evidencia compromiso del gen
NOTCH1, y aunque su rol en la presencia de CHD ha sido claramente descrito en
la literatura, generalmente las CHD que implican NOTCH 1 en humanos y modelos
murinos son atribuidos a la haploinsuficiencia de este gen, y no a su duplicacién

(471-474).

Es llamativo que a pesar de que en la literatura claramente se asocia la
duplicacién de 9934 con procesos patologicos, y diferentes casos han sido
reportados en la base de datos DECIPHER, entre los cuales se incluyen pacientes
que exhiben fenotipicamente TOF, la contribucién patogénica de esta CNV en esta

base de datos es considerada como incierta (475, 476).
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7.3.3. Paciente con sindrome por delecién 18p

En el paciente serial 08 se identificd una pérdida de 2.9Mb en la regién 18p11.32,
esta pérdida se encuentra cubierta en dos reportes registrados en DECIPHER; el
primero en un caso de delecion de 5.65Mb, con fenotipo de TOF y tronco
arterioso; y el segundo con una delecion 11.49.Mb y TOF aislada (477,478). La
contribucion a la patogenicidad en estos reportes es incierta y desconocida, para
cada caso respectivamente (477,478). En ClinVar existe el reporte de cuatro
pacientes con compromiso en esta region génica, de los cuales uno presenta
fenotipo que incluye: convulsiones, TOF, y situs inversus totalis. Esta CNV es

considerada de significancia clinica patogénica en esta base de datos (479).

La delecion del brazo corto del cromosoma 18 (del 18p) ha sido descrita
ampliamente en la literatura, es considerada como una de las mas conocidas
alteraciones cromosomicas, y multiples casos han sido descritos desde su primera
descripcion en 1963 realizada por Jean de Grouchy (480,481). Esta alteracion
hace referencia a la pérdida total o parcial del brazo corto del cromosoma 18 y sus
manifestaciones fenotipicas incluyen: baja talla leve a moderada, retardo mental,
microcefalia, ptosis palpebral, pliegues epicanticos, hipertelorismo, orejas
protruidas, clinodactilia, déficit cognitivo, CHD que incluye TOF, distonias (480,

481, 482, 483).
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Se sospecha que algunos individuos con del18p pueden expresar un fenotipo leve
que puede dificultar su diagndstico, hasta aparicion de individuos severamente
afectados en generaciones posteriores (481). Reportes realizados durante la
ultima década apoyan esta nocion, sugiriendo la presencia de variantes

eucromaticas benignas en esta locacion cromosomica (484).

Schaub y colaboradores en el 2002, buscaron determinar el tamafo y origen
parental de la delecién 18p en una muestra de individuos afectados. Este estudio
mostré la presencia de un cluster de puntos de quiebre entre los marcadores
D18S852 en 18p y D18S1149 (4Mb), con un origen parental balanceado entre
madres y padres. Sin embargo, mas estudios son requeridos para mapear en

mayor detalle esta region e identificar un posible mecanismo de ruptura (485).

El caso identificado en el presente estudio se caracteriza por un fenotipo que
incluye: cara redonda, leve hipertelorismo, puente nasal amplio, nares evertidas,
apinamiento dental, TOF y déficit intelectual, caracteristicas descritas dentro del
fenotipo del sindrome Del 18p. Llama la atenciéon que la regién comprometida
coincide con la descrita por Srebniak y colaboradores en su reporte sobre
pacientes con diagnéstico prenatal sin efecto fenotipico; sin embargo esto
contrasta con lo evidenciado en DECIPHER y en ClinVar, aunque los pacientes
reportados en estas bases de datos tienen un compromiso de mayor tamafno. Se

considera que los hallazgos fenotipicos evidenciados por los pacientes con
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compromiso de la region 18p11.32 son de interés para determinar una adecuada
correlacién fenotipo-genotipo en el sindrome de del 18p, pero mas estudios y

reportes de caso son requeridos para dicho propésito.

7.3.4. Pacientes con variantes de copia numérica en regiones asociadas a

tetralogia de Fallot

Los pacientes identificados por los seriales 05, 07, 08, 10, 11, 13, 20, 23, 24,y 32
presentaron en los resultados del estudio de Array CGH, la presencia de CNV's en
diferentes regiones que han sido reportadas en las bases de datos DECIPHER y
ClinVar asociadas a pacientes con fenotipo que incluye TOF (Ver tabla 12.)

(475,486).

Dentro de las regiones identificadas llama la atencion la presencia de CNVs
comunes a varios de los pacientes reclutados, estas CNVs son: la ganancia
1p36.3, ganancia 8q24.3, y la ganancia 16924; en esta ultima reportandose

ganancias en las regiones 16924.2. y 16q24.3 .
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Tabla 12. Variantes de copia numérica en regiones asociadas a tetralogia de
Fallot.

Variante de Copia Numérica | Serial Paciente
7
10
11
Ganancia 1p36.32 13
20
23
32

10
11
13
32

Ganancia 8g24.3

Ganancia 16qg24.2
11

13
Ganancia 16g24.3 23
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7.3.4.1, Pacientes con ganancia 1p36.3

En siete de los pacientes estudiados se detectd la presencia de ganancia en la
region 1p36.3, esta region se encuentra reportada en DECIPHER en un paciente
con fenotipo que incluye anomalias de la oreja, hernia diafragmatica congénita,
hidrocefalia, y TOF. En ClinVar se identifica un segundo caso de un paciente con
TOF vy retardo del desarrollo (475, 486, 487, 488). Los hallazgos asociados a TOF
descritas en los pacientes reportados en estas bases de datos, no se evidencian

en los pacientes a los que se les identifico esta CNV en el presente estudio.

Es importante mencionar que en DECIPHER, esta duplicacion presenta una
contribucion a la patogenicidad que no se encuentra determinada; mientras que en
ClinVar, para el paciente reportado es considerada como patogénica (475, 477,
478, 479). Al expandir la busqueda en la literatura se encuentra la publicacion de
Korshunov y colaboradores en el 2007, quienes sugieren la asociacion entre
ganancias en 1p36 y la diseminacion sintomatica leptomeningea de glioblastomas
supratentoriales (489), sin embargo no se identifican otros reportes en donde se

relacione la ganancias en 1p36.3 con TOF.

Cuando se analizan los pacientes a los que se les detecté la ganancia 1p36.3,
tomando como referencia el caso serial 32, donde se detecta la duplicacion de

mayor tamafo (828 Kbp), se identifican 7 genes OMIM, de los cuales solamente
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PRDM16 (MIM: 605557) se asocia con alteraciones a nivel cardiovascular, entre
las que se incluyen: Cardiomiopatia dilatada, y la no compactacién del ventriculo

izquierdo (490).

Los escasos reportes en la literatura, y la presencia de solo dos casos reportados
en DECIPHER vy ClinVar, sugieren una pobre asociacion entre esta region
citogenética y la aparicion de TOF. Cabe mencionar que tanto en el caso descrito
en DECIPHER, como en los casos detectados en este estudio (excepto por el
caso serial 20), se detectan otras CNV’'s concomitantes que podrian ser las
responsables de la aparicion de TOF. Similar a otros escenarios previamente
descritos, no se puede descartar la posibilidad de mutaciones ambientales o de la

influencia ambiental sobre la presencia de CHD en los pacientes evaluados.

7.3.4.2. Pacientes con ganancia 8q24.3

En seis de los casos estudiados se presenta ganancia en la regién 8g24. Esta
region ha sido reportada en DECIPHER en un paciente con hallazgos clinicos que
incluyen fenotipo de forma anormal de la cara 'y TOF (475, 491), y en ClinVar en
un paciente con duplicacion 8q22.1-24.3, con fenotipo que incluye: retrognatia,
puente nasal ancho, criptorquidia, hipertelorismo, y TOF; hallazgos que no se

evidencian en los pacientes estudiados a excepcién de la TOF (486, 492). En
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ambos casos reportados por estas bases de datos se determind que la

contribucion a la patogenicidad de estas CNVs era patogénica (491, 492).

Es relevante mencionar que tanto en el caso reportado en DECIPHER y como en
el caso en ClinVar, se presentaron ganancias de tamafios significativos, 39.78Mb
y 47.68Mb respectivamente (491, 492); mientras que, en los casos detectados en
el presente estudio, las ganancias en esta CNV varian entre 472 Kbp (Serial 32) a

706Kbp (Serial 10).

Al buscar en la literatura por otros reportes que asocien pacientes con ganancias
en la regién 8924.3 y un fenotipo que exprese TOF, no se encuentran otros casos.
No obstante, se evidencian reportes que asocian dicha ganancia como marcador
predictivo para positividad de los ganglios linfaticos en el cancer colon rectal (493),

y también ha sido detectado en Astrocitoma anaplasico multifocal (494).

Este hallazgo en la literatura es llamativo debido a la relacién que existe entre el
cromosoma 8 y el sindrome del Valle de San Luis (Sindrome del cromosoma 8
recombinante), patologia poco frecuente que ha sido asociada con retardo del
desarrollo, y que se describe generalmente en individuos de descendencia
hispana, particularmente del Sur-Oeste de los Estados Unidos (495). Este
sindrome se caracteriza por presentar duplicacion 8q , en asociacion a delecion 8p

e inversion del cromosoma 8 (rec(8)dup(8q)inv(8)(p23.1q 22.1), y los casos
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descritos son derivados de una inversion pericéntrica parental , inv(8)(p23.1922.1)

(495, 496).

El Sindrome del Valle de San Luis se encuentra asociado con CHD, vy
particularmente TOF (495). Gelb y colaboradores en revisién de 1991 encontraron
que el 37.8% de los pacientes evaluados con Sindrome del cromosoma 8
recombinante presentaban TOF (495). Ellos en este estudio también evaluaron 20
pacientes con duplicaciones del brazo largo del cromosoma 8, describiendo como
estas duplicaciones aparecian de manera variable entre la regién 8q13 y 8924, y
se extendian hasta 8qter; evidenciando CHD en 45% de los pacientes con la
duplicacién, entre los cuales un caso presenté TOF (495). Es relevante mencionar
que la delecién 8p23, de manera aislada, se asocia estrechamente a TOF, esto

posiblemente por su efecto sobre el gen GATA4, (331,332).

Los hallazgos en este estudio y lo descrito en la literatura sugiere que el
cromosoma 8 juega un rol importante en la presencia de CHD y especialmente de
TOF, sin embargo se podria atribuir a que la region critica causal de estas
alteraciones cardiacas se deben al efecto sobre el brazo corto (8p), ya sea por
efecto de una delecion aislada, o por un rearreglo mas complejo como el que se
observa en el Sindrome del Valle de San Luis, por lo cual es dificil establecer un
asociacion fuerte entre TOF y las duplicaciones del brazo largo del cromosoma 8,

como lo es la ganancia 8g24.3.
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7.3.4.3. Pacientes con ganancia 16q24

En 5 casos se identificaron ganancias en la regidén 16924, especificamente cuatro
casos que comprometen el locus 16924.2, y un caso en 16q24.3. Las Ganancias
en esta regién han sido reportadas en DECIPHER en un paciente con hallazgos
clinicos que incluyen discapacidad intelectual, prognatismo, lengua protruida, y
TOF (497). Este paciente concomitantemente presenta otras CNV’'s en el
cromosoma 13 y 15, las cuales se determinaron fueron heredadas de padres con
fenotipo normal (497). La ganancia reportada en este caso es de 1.40Mb, y hasta
el momento en que hizo la revision, la contribucion patoldgica de esta CNV es

considerada desconocida (497).

En los pacientes del presente estudio a los que se les evidenciaron ganancias en
16924, no se les encontré fenotipo concordante al caso reportado en DECIPHER,;
sin embargo, es relevante resaltar que estos casos no presentan ganancias
mayores a 863Kbp, lo cual es sustancialmente menor a lo reportado en
DECIPHER. Al buscar en ClinVar por casos con TOF asociados a ganancias en

esta region, no se evidencia ningun reporte (486).

En la literatura, no se identifican otras asociaciones entre CNV’'s en 16924 y
fenotipos que incluyan CHD, incluyendo TOF. Se reportan multiples estudios que

sugieren una clara relacion entre trastornos del espectro autista, y déficit cognitivo
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con deleciones en 16924; pero dicho fenotipo no se identifica en los pacientes con

ganancias 16924 valorados en el presente estudio (498, 499).

Se considera que los hallazgos descritos en las bases de datos y literatura
exhiben una pobre o nula asociacion entre ganancias 16924 y la presencia de
TOF, por lo que se considera que la presencia de CHD en los pacientes evaluados
en este estudio se puede atribuir a la presencia de otras CNV's u otras

alteraciones genéticas y/o ambientales descritos previamente en este documento.

7.3.5. Pacientes con variantes de copia numérica especificas

Los pacientes identificados con los seriales 05, 08, y 10 presentaron entre sus
resultados de Array CGH, la presencia de CNV’s especificas que fueron unicas
para cada paciente. Estas CNV's fueron asociadas en DECIPHER y/o ClinVar con
reportes de otros pacientes que exhibieron en su fenotipo TOF, sin embargo,
aunque estas bases de datos establecen un precedente de posible causalidad, en
la mayoria de los casos su contribucién a la patogenicidad es considerada benigna

o incierta (Ver tabla 13.).

En el paciente serial 05 se identificaron 6 CNV's de las cuales tres eran
especificas a este individuo, estas CNV’'s son: Ganancia 10g26.3, ganancia

mosaico 626, ganancia 16p11.2. Ganancias en 10g26.3 han sido reportadas en
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la base de datos ClinVar en 31 individuos con fenotipos que incluyen retardo del
desarrollo, anomalias faciales, sindrome convulsivo, y autismo; de los 31 casos
reportados solamente uno presenta en su fenotipo la presencia desde TOF, el cual
se presenta concomitante con autismo. La contribucién patolégica de esta CNV es
considerada como benigna, y reportes en otras bases de datos como DECIPHER

y en la literatura no evidencian otros casos similares (500).

La ganancia 6p26 se encuentra reportada en DECIPHER y ClinVar; en el primer
caso reportan un paciente con déficit cognitivo y TOF, mientras que en el segundo
reportan un paciente 6q26 (chr6:161625929-161812380)x4 con TOF aislada.
Dichos hallazgos fueron considerados benignos o de significado incierto por las
bases de datos referenciados. No se identifican otros reportes de relevancia sobre
esta CNV en la literatura, ya sea en el escenario de una ganancia completa o
mosaicismo genético (501, 502). La escasa informacidén sobre ganancias 6p26 que
afectan el total de las poblaciones celulares hace dificil predecir el efecto de la
misma en el escenario de un mosaicismo genético; sin embargo, la poca
informacion recopilada permite asumir que existe una pobre asociacién de esta

CNV como causal de TOF.

Ganancias en la regiéon 16p11 se encuentran reportadas en la base de datos
ClinVar en donde registran 72 casos, de los cuales en solo un caso se registra el
hallazgo de TOF, con una contribucion patolégica de benigna/probablemente

benigna (503). En DECIPHER no se reportan casos asociados, y en la literatura se
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registra en el estudio de Lazier y colaboradores sobre Array CGH en fetos con
CHD, en donde entre los pacientes participantes se diagnostica un caso de
duplicacién 16p11.2 de 212.8kbp, con fenotipo de TOF y doble tracto de salida del
ventriculo derecho. El caso reportado por Lazier se considera que es una CNV
patogénica, con penetrancia variable (504). Esta region incluye el gen SH2B1, que
se encuentra asociado con un espectro fenotipico que varia de normal a retardo
del desarrollo y autismo, con anomalias congénitas que incluyen CHD; se estima

una penetrancia de esta CNV en aproximadamente el 11% de la poblacion (504).

A pesar de que el estudio de Lazier y colaboradores establece un precedente y
propone un gen candidato, este gen no se encuentra comprometido en el paciente
diagnosticado en el estudio actual, por lo que la posible causalidad de TOF de
esta CNV en el paciente estudiado es poco probable. Es importante mencionar
que el paciente con serial 05 no presenta hallazgos sugestivos de comportamiento

dentro del espectro autista o de déficit cognitivo.

En el paciente serial 10 se identifican ganancias en las regiones Xq21 y Xp21,
estas regiones se sobreponen en un caso registrado en DECIPHER, con fenotipo
que incluye retardo del desarrollo del lenguaje, microcefalia y TOF (505). Esta
ganancia es catalogada como patogénica en esta base de datos, pero a pesar de
que este reporte incluye la presencia de TOF, se considera que dicho caso no es
similar al paciente referido en este estudio, debido a que el reporte de DECIPHER

presenta una ganancia de 155.08Mb que abarca tanto la regién Xp21 como la
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region Xqg21; a diferencia del paciente serial 10 cuyas CNV’'s no superan los

1.1Mb. En ClinVar no se registran reportes similares.

Al expandir la busqueda asociativa en la literatura internacional se identifica un
caso con alteraciones citogenéticas complejas que implica duplicacion completa
del brazo corto del cromosoma X , en asociacion a fenotipo de TOF, anomalia de
Dandy-Walker, y ambigtedad genital en un feto XY (506). Hombres con dup(Xq)
han sido reportados con caracteristicas de baja talla, déficit cognitivo, dificultades
en la alimentaciéon, microcefalia, dismorfismo facial, hipotonia, y genitales
hipoplasicos; estos hallazgos no son evidenciados en el caso actual, por lo que se
considera que el tamafo de la duplicacién no afecta regiones criticas que generen
dicho fenotipo (507, 508). Las ganancias detectadas en el caso actual
comprometen los genes TGIFLX (MIM 300411), y DIAPH2 (MIM 300108), los
cuales no han sido asociados con TOF, por lo que se consideran que dichas

ganancias no son responsables de la clinica del paciente.

En ultimo lugar, el paciente identificado con el serial 13, entre las varias CNV's
identificadas se incluye una ganancia en mosaico de 8.7Mb en 8p23.3 . Esta
ganancia coincide con un reporte de dos pacientes descrito en DECIPHER con
fenotipo que se caracteriza por la presencia de anomalias dentales, nariz bulbosa,
discapacidad mental leve, y TOF. Esta ganancia se considera como
probablemente patogénica para estos casos (509), sin embargo, en otras bases

de datos como ClinVar, no se reportan casos similares. El presente caso
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identificado en este estudio, a parte de la CHD, no exhibe los otros hallazgos

fenotipicos descritos en los casos reportados en DECIPHER.

En la literatura se discute ampliamente sobre si las duplicaciones 8p23 son
verdaderas variantes eucromaticas, o si tienen un aporte clinico relevante. En gran
parte esta discusidén surge inicialmente por la expresion, claramente patoldgica,
del sindrome por duplicacion 8p23.1, sindrome con hallazgos clinicos clasicos que
incluyen: Retardo del desarrollo, problemas de aprendizaje, déficit de atencion e
hiperactividad, CHD, y dismorfismos leves (510). Una regién critica de 3.68Mb ha
sido determinada como CNV patogénica en el caso de su duplicacién y justifica los

hallazgos clinicos de este sindrome (511).

Dentro de esta region descrita se incluye el gen GATA4 el cual se asocia con el
fenotipo cardiaco de esta patologia, dentro de la cual se incluye TOF (331, 332,
510, 512); sin embargo, en el paciente serial 13 del estudio actual, no se
compromete la region critica del sindrome 8p23.1, ni el gen GATA 4. Cabe
mencionar que varios individuos con multiples tipos de rearreglos del brazo corto
del cromosoma 8 (duplicaciones 8p, inversiones pericéntricas, duplicaciones
aisladas 8p23, deleciones 8p23) han sido reportados, de los cuales un grupo
significativo son fenotipicamente normales (513, 514). Por esto se considera que
la ganancia en mosaico 8p23.3 reportada en este estudio presenta una baja

probabilidad de ser responsable del fenotipo cardiaco del paciente estudiado.
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Tabla 13. Variantes de copia numérica especificas asociadas a tetralogia de

Fallot.
Resultado L . P
Serial | asociado Patolégico | Patologico Interpretacion
DECIPHER | ClinVar
TOF
Ganancia - - Region asociada a TOF
10926.3 g '
Ganancia
5 mosaico - - Regidn asociada a TOF.
6026
Ganancia - - Region asociada a TOF
16p11.2 g '
Ganancia N i Regidn asociada a fenotipo de retardo del desarrollo
Xq21.33 del lenguaje, microcefalia y TOF.
10 Ganancia N i Region asociada a fenotipo de retardo del desarrollo
Xg21.31 del lenguaje, microcefalia y TOF.
Ganancia N i Regidn asociada a fenotipo de retardo del desarrollo
Xp21.1 del lenguaje, microcefalia y TOF.
G .
anarTma Regidn asociada a fenotipo de Anomalias dentales,
13 mosaico + - . . .
8p23.3 nariz bulbosa, discapacidad mental leve, y TOF
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7.3.6. Otros Hallazgos Hibridacion Genémica Comparativa Array

Otros hallazgos evidenciados mediante la técnica de Array CGH hacen referencia
a los pacientes con serial 03, 04, 12, 31. A estos pacientes se les detectd
inicialmente mediante estudios de MLPA deleciones en la region 22qg11,
posteriormente con la ejecucion del array CGH se encuentran resultados
concordantes que confirman el diagnéstico de sindrome por delecién 22g11. Es
importante sefalar que los otros 14 pacientes estudiados mediante Array CGH a
los que no se les detecto delecion 22q11, presentaron también hallazgos
negativos en el estudio de MLPA para dicha delecién. Estos hallazgos en conjunto
a la asesoria y evaluacién de calidad prestada por El Instituto de Genética Médica
y Molecular del Hospital Universitario La Paz, validan el protocolo operacional de
MLPA (Anexo #1) disefiado para este estudio y aseguran la replicabilidad de los

resultados obtenidos en otros escenarios.

Cabe mencionar que en los cuatro pacientes con diagndstico de delecion 22q11,
confirmado por Array CGH, este estudio mostro compromiso del gen TBX1 en
todos los casos. También este estudio revel6 en el paciente serial 04 presenta una
ganancia concomitante en 8p23.3 de 796 Kbp, que no compromete el gen GATA4.
Se razona que a pesar de que existen reportes de CHD asociadas a duplicaciones
en 8p23, previamente discutidos en este trabajo (510, 511), la falta de compromiso

de GATA4 y el fenotipo compatible con sindrome por delecion 22911 hace
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improbable que esta duplicacién sea causal de la expresion clinica del paciente

(Ver tabla 14) (513, 514).

En los casos serial 02, 06, y 24 se evidencié la presencia de ganancias en la
region 14q32.3, lugar donde se encuentra el locus para el gen de la cadena
pesada de la inmunoglobulina. Diferentes alteraciones citogenéticas en esta regién
han sido asociadas con la presencia de linfomas, entre los que se incluyen:
Linfoma no Hodgkins, linfoma de Burkitt, linfoma folicular, linfoma de células de
manto, linfoma de células grandes, linfoma linfoplasmocitico, mieloma multiple, y

leucemia (Ver tabla 14) (515).

Del mismo modo, diferentes mutaciones en este locus se han asociado con
tumores de células germinales intracraneales, y particularmente la presencia de
duplicaciones en esta region se relacionan con susceptibilidad familiar para
neoplasias mieloproliferativas (516, 517). Sin embargo en la literatura y en las
bases de datos revisadas, no se evidencia ninguna asociacién entre alteraciones
de la region 14q32.3 y la presencia de CHD. Esto indica que para los pacientes
que presentaron de manera aislada ganancias en 14q32.3, la expresion fenotipica
de TOF puede asociarse a la presencia de mutaciones en genes especificos
asociados a la cardiogénesis, que no fueron estudiados en este proyecto, o por

efecto de la influencia medioambiental durante su desarrollo embrioldgico.
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Es importante mencionar que tomando en cuenta los resultados obtenidos por el
Array CGH, en adicién a los casos con delecion 22911, detectados mediante
MLPA, se evidencia un aporte causal de las variantes de copia numérica de un
40% , superior a lo reportado en la literatura (10%), sin embargo se considera que
dicho resultado se puede atribuir a las caracteristicas inherentes del instituto
clinico en donde se reclutaron los pacientes, por ser una institucién de referencia
para el manejo de CHD; al igual de wuna posible influencia del sesgo de
prevalencia, debido a que la poblacién que conforma la muestra estudiada esta
compuesta por aquellos pacientes que han sobrevivido a su condicion patoldgica

(363, 369, 370).
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Tabla 14. Variantes de copia numérica identificadas por hibridacién gendémica
comparativa en pacientes con delecion 22q11.

Serial Hallazgos CGH arr[GRCh37]
220911.1911.23(16888899-25235311)x1-2
14932.33(106263206-106927569)x3
20p12.3(8085389-8589571)x3
22011.21(18648855-21800471)x1
2932.1(184087706-184566974)x1
14911.2(22504863-22929410)x1
4p16.1(8049722-8468466)x3
2937.2(236407834-236850071)x3
1p33(49232074-49770653)x1
5p15.33(423851-1286146)x3
Xg11.1911.2(62879754-63337569)x1
17912(32026388-32682371)x1
17925.3(79973190-80422276)x3
9g33.1(119745354-120299808)x1
20913.33(61854501-62482985)x3
20913.31q13.33(55747073-62913645)x2-3
160912.1912.2(52078203-52664683)x1
3p14.2(62634466-63107543)x1

4 8024.21(128220989-128664941)x1
220911.1912.3(16888899-34291535)x1-2
20913.33(60183579-60634141)x3
8p23.2(4389022-4874103)x3
8024.3(142079211-143895545)x3
22011.21(20280355-21927646)x1
Xg21.33(96329960-96816107)x3
10p15.3(325510-1424630)x3
8p23.3p23.2(1597124-3261298)x3
8p23.3(576208-1370782)x3
7936.3(158523372-158965077)x3
5933.2(152925469-153662029)x1
8024.13(122590948-123002129)x3
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2937.3(240117652-240955636)x3

Xq12(65454105-66170447)x1

16g12.2(55173604-55668533)x1

21922.11(31593592-32011002)x3

8011.1(47204071-47807237)x1

16g24.1(85185677-85712129)x3

21921.1(21377944-22237121)x3

18q23(75697307-76420809)x3

4p15.33(13859365-14503255)x1

4935.2(190188231-190796286)x3

Xp11.4(38773404-39381621)x1

20912(37957394-38710444)x1

10g23.31(91619644-92031933)x1

5p15.33(2960266-3388058)x3

18q22.2923(68475616-78013728)x2-3

12p13.1(13470200-13888754)x1

4933g35.2(171120969-190957460)x2-3

6027(169513850-170095328)x3

5p15.33(2126881-2782365)x3

5033.3(157451303-158238647)x1

4922.2922.3(95063376-95713829)x3

5023.2(125004031-125669251)x1

7p22.3(120260-1142815)x3

2p25.3(382899-2048317)x3

8024.13(123363425-123768668)x1

10p15.2p15.1(3778112-4363062)x3

11p11.12(50298972-51462934)x1

1p21.3(98548839-98961692)x1

10g26.3(134155899-135203443)x3

20913.33(60710278-61531155)x3

6026(161333656-161924381)x3

104g26.3(131150989-131878260)x3

8024.21(129134664-129660922)x1

14g32.33(106313855-106927569)x3

3p23(31041181-31446887)x1

10p15.3p15.2(2116123-3004486)x3
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6027(168355431-169050194)x3

9034.3(138978513-139763903)x3

12g24.31(124817911-125259976)x3

4q34.3(178152132-178658354)x3

5p13.2(37010892-37547511)x3

2p22.3(32479152-32911333)x3

3023(139350315-139965143)x1

15g13.1(28183309-29427625)x3

6026(162160651-163334304)x3

Xq21.31921.32(91634275-92269093)x3

Yp11.2(4904853-6109876)x1

Xp21.3(26974018-27693952)x3

Xp22.11(23635631-24202985)x3

1p36.33p36.32(2003054-3639200)x3

7936.3(157423154-157868374)x3

20912(40429439-41193534)x1

16p13.3(549826-1054247)x3

3025.2(152755385-153254564)x3

2p11.2(86918565-88180843)x3

8p23.3p22(158048-16323329)x2-3

17q25.3(78710646-79263897)x3

8013.1(67321205-67775641)x3

7p22.2(3896840-4309861)x3

3026.2(169715094-170228362)x3

1821.1(44725071-45237816)x1

18q12.3(42705274-43195956)x1

16p11.2(32872100-33863672)x3

4p16.1(7161792-7746657)x3

16p13.3(1129061-1722385)x3

2p22.2(37113577-37542798)x3

6025.1927(149731315-170914297)x2-3

3026.32(176888745-177358563)x3

6027(167765006-168223121)x3

4935.1935.2(186930536-187670171)x3

13g34(114191943-114929602)x3

1p36.33(1134091-1642090)x3
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13g34(113157583-113736170)x3

22911.21(18648855-19945523)x1

9q34.2934.3(137023631-138189865)x3

3023(142078575-142503339)x3

4935.2(188878384-189971340)x3

16g24.2924.3(88321782-89481006)x3

10p11.21(36611047-37105589)x3

11¢22.1(98070134-98653719)x3

21921.2(24865072-25369055)x3

Xq21.31(89775200-90554204)x3

1p32.3p32.2(55985147-56820571)x1

1p32.1(60583162-60994215)x1

3022.3(136780919-137254469)x1

5p12911.1(45861144-49556125)x1

6p11.2911.1(58472400-62206632)x1

8024.22(134925724-135438456)x1

10g25.2(112922408-113876022)x1

12p11.1912(34662093-38385512)x1

Xp11.21911.1(58083166-62044757)x1

22911.1912.1(16888899-26254268)x1-2

14g32.33(106251486-106712665)x3

12 2913(110498141-110980295)x3
22911.21(18636749-21800471)x1
22911.1912.3(16888899-33370145)x1-2

31 [2912.3(108394015-109119564)x3

22911.21(18636749-21058888)x1
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8. Conclusiones

En la muestra estudiada la causa etioldgica mas importante asociada a tetralogia
de Fallot fue el sindrome por delecion 22q11. Mediante la aplicacién del protocolo
metodoldgico propuesto, se logré determinar el diagnostico etioldégico en 51.4%

(18 pacientes) de los pacientes.

En los pacientes diagnosticados se identificaron 4 casos (11.4%) de pacientes con
trisomia 21 (Sindrome de Down); y 14 casos (40%) asociados a sindromes por
microdelecion o microduplicacién génica, de los cuales 9 casos (25.7%)
corresponden a sindrome por delecion 22q11. Adicionalmente en 5 casos
(14.28%) se identificaron microdeleciones o microduplicaciones en regiones
previamente asociadas con fenotipo de tetralogia de Fallot (no sindrémica) (Ver

Tabla 15.).

Los hallazgos evidenciados en los pacientes con ganancias en la regién 9934.3
sugieren un posible rol de una regién critica, que afecta genes adyacentes al gen
RXRA, en la patogénesis de la tetralogia de Fallot. Ademas, sugieren la
posibilidad de que ganancias en el NOTCH1 pudieran presentar, dentro de su
espectro fenotipico, este tipo de cardiopatia. En este sentido, se propone que

tanto la duplicacion como la haploinsuficiencia podrian explicar la cardiopatia.
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De igual manera, los hallazgos descritos en pacientes con ganancias en 1p36.3, y
8924 insinuan que alteraciones en el gen PRDM16 podrian relacionarse con
diferentes alteraciones cardiovasculares, incluyendo la tetralogia de Fallot; al igual
que sugieren un rol importante del cromosoma 8 en la presencia de cardiopatias
congénitas, sin embargo, este efecto se podria atribuir al compromiso en su brazo

corto (8p).

En la poblacién estudiada se evidencia un aporte causal de las variantes de copia
numérica superior a lo reportado en la literatura (40%). Sin embargo, se considera
que dicho resultado se puede atribuir a las caracteristicas inherentes del instituto
clinico en donde se reclutaron los pacientes, al igual de una posible influencia por

un sesgo de incidencia - prevalencia.

La amplificacion multiple de sondas dependientes de ligacién y la hibridacién
gendmica comparativa array, son herramientas indispensables para determinar un
origen causal genético en los individuos con cardiopatias congénitas,
especialmente tetralogia de Fallot, asi como establecer un diagnéstico definitivo
en individuos con fenotipos sindromaticos. La aplicacién de estas técnicas en
pacientes con hallazgos aislados de tetralogia de Fallot, o en asociacién a la
presencia de anomalias menores secundarias puede ayudar a determinar

regiones génicas criticas asociadas al proceso de la cardiogénesis.
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Se considera que, en las instituciones clinicas, particularmente en centros de
referencia o de manejo de alta complejidad de cardiopatias congénitas, donde se
atienden casos de tetralogia de Fallot, es imprescindible descartar la presencia de

alteraciones de la dosis génica, especialmente el sindrome por delecion 22q11.

Aunque en la muestra del presente estudio solo se incluyen pacientes originarios
del Sur-occidente Colombiano, se considera que no es representativo de la
poblacion Colombiana debido a que todos los participantes son, o fueron
atendidos en una institucion de referencia para el manejo de cardiopatias

congénitas.

Aunque los resultados de este estudio sugieren una contribucién importante por
parte de las variantes de copia numérica en la etiologia de la tetralogia de Fallot,
es necesario desarrollar nuevos proyectos que evaluen el rol de las mutaciones

puntuales como causal etiolégica de esta condicion en la poblacién Colombiana.
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Tabla 15. Hallazgos causales de tetralogia de Fallot en la poblacion estudiada.

Serial Resultado asociado TOF Sindrome/asociacién
L Sindrome por microdelecién
1 Pérdida 19p13,3 19p13
2 Negativo -
Sindrome delecion 22q11
3 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge
sindrome).
Sindrome delecion 22q11
4 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge
sindrome).
. Sindrome por duplicacién
5 Ganancia 9934.3 9934.3
6 Negativo -
. Sindrome por duplicacién
7 Ganancia 9934.3 9934.3
Pérdida 18p11.32 Sindrome por delecién 18p-
47 ,XY+21 Sindrome de Down
Ganancia 1p36.32
Ganancia Xg21.33 _ ‘ .
10 Ganancia 8q24.3 Regidn asociada a fenotipo de
TOF
Ganancia Xg21.31
Ganancia Xp21.1
Ganancia 8g24.3 _ ‘ .
11 Ganancia 1p36.32 Regidn asociada a fenotipo de
TOF
Ganancia 16924.3
Sindrome delecion 22q11
12 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge
sindrome).
13 Ganancia 9934.3 Sindrome por duplicacion
9q34.3
14 * -
15 47,XY+21 Sindrome de Down
16 * -
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17 47,XX+21 Sindrome de Down
18 * -
19 * -
. Region asociada a fenotipo de
20 Ganancia 1p36.32
TOF
21 47 ,XX+21 Sindrome de Down
22 * -
53 Ganancia 1p36.32 Region asociada a fenotipo de
Ganancia 16¢24.3 TOF
24 Negativo -
Sindrome delecion 22q11
25 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge
sindrome).
26 * -
27 * -
28 * -
29 * -
Sindrome delecion 22q11
30 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge
sindrome).
Sindrome delecion 22q11
31 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge
sindrome).
3 Ganancia 1p36.32 Regidn asociada a fenotipo de
Ganancia 8q24.3 TOF
Sindrome delecion 22q11
33 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge
sindrome).
Sindrome delecion 22q11
34 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge
sindrome).
Sindrome delecion 22q11
35 Pérdida 22q11.21 (Velocardiofacial / DiGeorge

sindrome).

* Falla o muestra insuficiente para realizacién de Array CGH
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10. Anexos

10.1. PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDARIZADO DE AMPLIFICACION
MULTIPLE DE SONDAS DEPENDIENTES DE LIGACION (MLPA).

1. Propdsito

Establecer los pasos a seguir para realizar amplificacion multiple dependiente de
ligacién de sondas (MLPA — Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).

2. Paso a paso

DIA 1

Paso 1. Preparar las muestras

- Realizar dilucién (si es necesario) del ADN de las muestras y 2 controles
(positivos y/o negativos) por ensayo, hasta obtener una concentracién final de
100ng/pl.

- Los controles negativos se definen como muestras de ADN humano que no
tengan alteraciones en las regiones de interés.

Paso 2. Preparar mix de hibridacion

- Adicionar por cada muestra:

. 1.5ul SALSA probemix (tapa negra)
. 1.5ul MLPA buffer (tapa amarilla)

- Preparar considerando una pérdida total de volumen por pipeteo del 10%
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Paso 3. Desnaturalizar el ADN

- Tomar 3pl de muestra y adicionar 2ul de agua grado biologia molecular
- Calentar por 5 minutos a 98°C

- Bajar la temperatura a 25°C

- Continuar cuando la temperatura de los tubos haya bajado

Paso 4. Hibridar las sondas al ADN
- Adicionar 3ul del mix de hibridaciéon a cada muestra
- Incubar 1 minuto a 95°C

- Incubar 16-20 horas a 60°C

DIA 2

Paso 5. Preparar el mix Ligasa

- Adicionar por cada muestra:

. 25ul agua ultrapura

. 3ul Ligase Buffer A (Transparente)

. 3ul Ligase Buffer B (Blanco)

. 1ul Ligase-65 (Verde)

- Preparar considerando una pérdida total de volumen por pipeteo del 10%

- Preservar en hielo hasta su uso

Paso 6. Preparar el mix Polimerasa

- Adicionar por cada muestra:

. 7.5ul agua

. 2ul PCR Primer mix (café)

. 0.5ul SALSA Polymerase (naranja)
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Preparar considerando una pérdida total de volumen por pipeteo del 10%

Preservar en hielo hasta su uso

Paso 7. Ligar las sondas hibridadas

Programar el termociclador a 54°C

Cuando los tubos estén a 54°C adicionar 32ul del mix Ligasa
Incubar 15 minutos a 54°C

Inactivar la Ligasa: 5 minutos a 98°C

Pausar la temperatura en 20°C

Paso 8. Amplificar las sondas ligadas

Adicionar 10yl del mix Polimerasa (20°C)

Iniciar la PCR

35 Ciclos: 30 seg — 95°C; 30 seg 60°C; 60 seg 72°C
20 minutos a 72°C

Pausa a 15°C

Paso 9. Preparar el estandar de tamafio

Preparar el estandar, adicionando por cada muestra:

9ul de Formamida

0.2ul de LIZ 600

Preparar considerando una pérdida total de volumen por pipeteo del 10%
Dispensar 9.2ul del estandar en una placa de 96 pozos

Dispensar 1ul del producto de MLPA en cada pozo con el estandar

Calentar durante 5 min a 86°C, y enfriar por 5 min a 4°C
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Paso 10. Realizar electroforesis capilar

Ajustar la electroforesis de acuerdo a los siguientes parametros:
Modo de corrido: analisis de fragmentos

Voltaje de inyeccién: 1.6kV

Tiempo de inyeccion: 15 segundos

Voltaje de corrida: 15kV

Tiempo de corrida: 1800 segundos (30 minutos)

Temperatura: 60°C

Polimero: POP 7
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