CARACTERIZACION DE VARIANTES GENOMICAS ASOCIADAS A CARDIOPATIA
CONGENITA EN PACIENTES DE LA CIUDAD DE CALI

Angie Lizeth Grueso Cerén
Universidad del Valle, Apartado Aereo 25360, Cali, Colombia.
correo electrénico: angie.qgrueso@correounivalle.edu.co

José Maria Satizabal Soto
Universidad del Valle, Apartado Aereo 25360, Cali, Colombia.
correo electronico: jose.satizabal@correounivalle.edu.co

Daniela Arturo Terranova
Universidad del Valle, Apartado Aereo 25360, Cali, Colombia.
correo electrénico: daniela.arturo@correounivalle.edu.co

RESUMEN

Las cardiopatias congénitas, corresponden a errores durante la embriogénesis generando malformaciones
estructuralesy funcionales. Son las malformaciones congénitas mas prevalentes y causantes de la mayor
morbimortalidad infantil, 8% son debidasa variantes en genesasociados al desarrollo cardiaco. Para establecer la
frecuencia poblacional de variantes genémicas causantes de cardiopatias congénitas, se realizo revision de alcance de
genes prevalentes, se utilizaron resultados de secuenciacion exdmica completade 320 pacientes sinsospechade
cardiopatias congénitas, se realizo caracterizacion, clasificacion de significanciaclinica, y redes de interaccion
génica. Larevisionde alcance permitio determinar que los genes NKX2-5, TBX20, GATA4, NOTCH1, PTPN11 son
los més prevalentes, las variantes de mayor frecuencia alélica fueron c.63A>G (0,2844), ¢.39T>C (0,3406),
¢.1132A>G (0,0406), ¢.1669+9T>C (0,3531) y ¢.854-30T>C (0,0875) respectivamente; se reclasificaron
clinicamente las variantes del gen NKX2-5 ¢.335-311 335-303del de benigna a probablemente patogénica y del gen
PTPN11, ¢.2354-24C>Ty ¢.854-30T>C de benignas a patogénicas. Se identificaron 17% de variantes intronicasy
4.8% de variantes missense; las redes de interaccion permitieron determinar asociaciones entre moléculas pequefias y
genes cercanos con los que se comparten funciones del desarrollo cardiaco. Este trabajo contribuye al conocimiento
sobre la frecuencia con la que las variantes gendmicas asociadas a cardiopatias congénitas estan presentes en la
poblacion, generando una herramienta para un diagndstico temprano, un tratamiento precoz, disminuyendo asi la
morbimortalidad, con miras a un futuro tamizaje neonatal molecular universal de cardiopatias congenitas.
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ABSTRACT

Congenital heart disease corresponds to errors during embryogenesis presenting structural and functional
malformations. They are the most prevalent congenital malformations and cause the highest infant morbidity and
mortality, 8% are due to variants in genes associated with cardiac development. To establish the population
frequency of genomic variants that cause congenital heart disease, a scope review of prevalent geneswas carried out,
complete exome sequencing results of 320 patients without suspicion of congenital heart disease were used;
characterization, clinical significance classification, and gene interaction networks were performed. The scope
review allowed to determine thatthe genes NKX2-5, TBX20, GATA4, NOTCH1, PTPN11 are the most prevalent, the
ones with the highestallelic frequency were c.63A>G (0.2844), ¢.39T>C (0.3406 ), c.1132A>G (0.0406),
€.1669+9T>C (0.3531) and ¢.854-30T>C (0.0875) respectively; The variants of the NKX2-5 gene ¢.335-311_335-
303del were clinically reclassified from benign to probably pathogenic and of the PTPN11 gene ¢.2354-24C>T and
€.854-30T>C from benign to pathogenic. 17% of intronic variants and 4.8% of missense variants were identified; the
interaction networks made it possible to determine associations between small moleculesand nearby genes with
which cardiac development functions are shared. This work contributes to knowledge about the frequency with
which genomic variants associated with congenital heart disease are present in the population, discovering a tool for
early diagnosis, early treatment, thus reducing morbidity and mortality, with a view to future universal molecular
neonatal screening. of congenital heart disease.
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INTRODUCCION

El corazon es el primer 6rgano en formarse en el primer trimestre de la gestacion humana; es un
proceso complejo que incluye diferenciacion, proliferacion, migracion celular, tabicacion, y
conduccidn de impulsos eléctricos. Todos controlados por factores de transcripcion, cofactores,
moléculas de sefializacidn celular, entre otros. (Kobayashi et al., 2014; Van Weerd y Christoffels,
2016). Los eventos celularesy de sefializacion son determinantes para el desarrollo normal del
corazon, por lo tanto, variantes genémicas en los genes codificantes pueden provocar diferentes
cardiopatias congénitas (CC) (Fan et al., 2021).

Las CC son malformaciones estructurales o funcionales del corazon, o grandes vasos, presentes al
nacer debidas a errores durante la embriogénesis cardiaca. (Ibanez et al., 2021; Moreno-Giraldo
etal., 2019; Valentin, 2018). Afectan aproximadamente al 1% de los nacimientos anuales
(Williamsetal., 2019; Meller et al., 2020), siendo las malformaciones congénitas mas
prevalentesy causantes de la mayor morbimortalidad infantil (Forero-Manzano et al., 2020).

La prevalenciamundial de las CC se estimddel 0.5 al 9 por cada 1.000 nacidos vivos (NV); en
Colombia se estim6 en 2.42/1000 nacimientos en 2017 (Ibanez et al., 2021). En el afio 2023 el
Instituto Nacional de Salud (INS), en el reporte epidemiolégico lll, registré un total de 2.394
casos de defectos congénitos, en los que las CC se incluyeron dentro de las malformaciones
congénitas del sistemacirculatorio, siendo las méas prevalentes con 39.8/10.000 NV. (INS, 2023).
Las principales causas de CC comprenden una etiologia poligénica multifactorial que incluyen,
trastornos cromosémicos, variantes genomicas puntuales y teratégenos ambientales. (Chung y
Rajakumar, 2016).

Los avances en las tecnologias de secuenciacion gendmicay de la bioinforméatica han permitido
identificar variantes de genes asociadasa CC y realizar un anélisis rapido de informacion
genética, que aporta al reconocimiento de secuencias de genes, analisis de expresion génica,
organizaciony relacion de informacion biolégica, ayudando a procesar y dilucidar la etiologia
molecular de estas patologias. (Mullenet al., 2021) (Araujo et al., 2008).

Dentro de la bioinformatica, el uso de las herramientas in-silico permite la clasificacion clinica de
las variantes gendmicas y su correlacidn en cuanto a estructuray funcién proteica, mediante el
estudio de cambios en las propiedades fisico-quimicas, en aminoacidos sustituidos o afectados.
(Arturo-Terranova, 2021) Por lo tanto, este trabajo busca establecer la frecuencia alélica

poblacional de variantes genémicas que estén asociadas a CC, haciendo uso de técnicas



bioinformaticasy herramientas in-silico, para generar una herramienta para un diagnostico
temprano, un tratamiento precoz, disminuyendo asi la morbimortalidad, con mirasa un futuro
tamizaje neonatal molecular universal de cardiopatias congénitas.

METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO

Estudio transversal, descriptivo, no experimental, donde se realizo revision de alcance,
caracterizacion genémicade las variantes, calculo de frecuencia alélicay redes de interaccion
génica.

REVISION DE ALCANCE

La revisionde alcance se realizo utilizando las bases de datos: Pubmed, Scopus y Lilacs de
articulos publicados entre 2010 y 2023, en idioma inglés y espafiol de los genes cominmente
relacionadosa CC.

La ecuacidn de busqueda que se utilizada fue la siguiente:

((gene) AND (congenital heart disease)) AND (prevalence)

CRITERIOS DE INCLUSION

Paciente con enfermedad compleja, sin sospecha clinicade cardiopatia congénitacon resultados
de secuenciacion de exoma completo obtenido de la base de datos del Instituto de Genética
Médica - GENOMICS (Cali).

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con diagnosticado molecular confirmado de cardiopatias congénitas.

DATOS DE ESTUDIO

Se utilizaron los resultados de secuenciacion de exoma completo de 320 pacientes sin sospecha
de cardiopatias congénitas, y con enfermedad compleja, pertenecientes a la base de datos del
Instituto de Genética Médica- GENOMICS (Cali), Utilizando el Editor de VCF 1.0 creado en la
tesis doctoral “Representacion De La Variabilidad Genémica Del Complejo Mucopolisacaridosis
En El Suroccidente Colombiano”, el cual permitio editar el formato VCF de los exomas, y
convertirloen formato Excel, con el objetivo de aplicar los diferentes filtros de bdsqueda y
obtener un archivo final con la informacion de interés, visualizando columnas organizadas segln

cromosoma, posicion, aminodcido alterado y registroen Clinvar. (Moreno-Giraldo et al., 2020)



ANALISIS BIOINFORMATICO

Las variantes encontradas en los genes asociados a CC en la base de datos, se analizaron
mediante busqueda en bases de datos poblacionales, de genomas, de enfermedadesy de
secuencias con el fin de comprobar si han sido previamente descritas. Sus implicaciones
patoldgicas se determinaron a través de herramientas bioinformaticas, mediante tecnologia
in-silico, que permite predecir las consecuencias de las variantes genéticas en la estructuray
funcion proteicas, ademas de estudiar caracteristicas como cambios en propiedades
fisico-quimicas de aminodcidos sustituidos, grado de conservacion evolutiva, el entorno de la
secuencia de un aminoéacido afectado o la alteracion en las propiedades estructurales de la
proteina.

BASES DE DATOS POBLACIONALES

Proyecto 1000 genomas (https://www.internationalgenome.org/)

El proyecto 1000 Genomas (1000GP) describe un catalogo de 84,7 millones de variantes que
ampliaen un 40 % el nimero de variantes conocidas del genoma humano. Presenta un acceso
gratuitoen laweb y permite una basqueda amigable de las variantes reportadas hasta el momento
en la poblacion (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

Exome Aggregation Consortium (Exac) (http://exac.broadinstitute.org/)

Plataforma que busca agregar y organizar los datos de secuenciacion de exoma de una variedad
de proyectos de secuenciacion a gran escala, y poner a disposicionde la comunidad cientifica
mas amplia datos resumidos. Los datos de este sitio web abarca 60.706 individuos no
relacionados secuenciados como parte de varios estudios genéticos especificos de poblacion y
enfermedades. (lek et al., 2016).

Genome Aggregation Database (gnomAD) (https://gnomad.broadinstitute.org/)

Es un recurso desarrollado por una coalicion internacional de investigadores, con el objetivo de
agregar y armonizar los datos de secuenciacion del genomay del exoma de una amplia variedad
de proyectos de secuenciacién a gran escala, y hacer que los datos resumidos estén disponibles
para un publico mas amplio. El conjunto de datos v2.1.1 (GRCh37/hg19) proporcionado en este
sitioweb abarca 125 748 secuencias del exomay 15 708 secuencias del genoma completo de
individuos no relacionados secuenciados como parte de varios estudios genéticos de poblaciény
especificos de enfermedades. El conjunto de datos v3.1.2 (GRCh38) abarca 76 156 genomas de

diversas ascendencias, seleccionados como en v2. (Karczewski et al., 2020)


https://www.internationalgenome.org/
http://exac.broadinstitute.org/
https://gnomad.broadinstitute.org/

BASES DE DATOS DE GENOMAS

Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.ora/index.html).

El proyecto comenzé en 1999 con el fin altimo de anotar automaticamente el genoma, integrar
dicha anotacion con otros datos bioldgicos disponibles, y publicar toda esta informacionen linea
y de manera gratuita. Todas las anotaciones se integran con una enorme cantidad de fuentes
externas de referencia, lo que convierte a Ensembl como un recurso integrador tnico. (Stalker, et
al., 2004)

BASES DE DATOS DE ENFERMEDADES

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.ora/)

Es un compendio completoy autorizado de genes humanos y fenotipos genéticos que esta
disponibley actualizado diariamente. Las descripciones generales de texto completo
referenciadas en OMIM contienen informacion sobre todos los trastornos mendelianos conocidos
y mas de 15.000 genes. OMIM se centra en la relacion entre fenotipo y genotipo. (Hamosh et al.,
2000).

Clinvar ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)

ClinVar es un archivo publico de acceso gratuito de informes de las relaciones entre las
variacionesy fenotipos humanos; facilitael acceso y la comunicacion sobre las relaciones
afirmadas entre la variacion humana y el estado de salud observado, procesa las presentaciones
que informan variantes encontradas en muestras de pacientes, afirmaciones hechas con respecto a
su importanciaclinica, informacién sobre el remitente y otros datos de respaldo. (Landrum et al.,
2016).

Varsome (https://varsome.com/)

Varsome es un motor de busqueda de variaciones gendmicas humanas que incluye informacién
de 30 bases de datos en una ubicacion central. Varsome consta de méas de 33 mil millones de
puntos de datos que describen méas de 500 millones de variantes. (Kopanos et al., 2019).
BASES DE DATOS DE SECUENCIAS

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

El NCBI es la plataforma pablica estadounidense que funciona como referente mundial en
informacion biomédicay gendmica. Mediante la busqueda en dbSNP (repositorio central tanto

para sustituciones como pequefias eliminaciones e inserciones de bases de nucleétidos Unicos) se
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obtiene informacion sobre el posible efecto fisiopatoldgico de la variante y de su frecuenciaen
poblacién europea (a través de la informacion de Haplotype Map; HapMap) (Sayers et al., 2020).
Meétodos In Silico

Por medio de estas herramientas bioinformaticas, es posible predecir las consecuencias de las
variantes genéticas en la estructuray funcion proteicas.

Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/)

Polyphen-2 predice el impacto que puede causar una sustitucion de un aminoacidoen la
estructuray/o funcion de una proteina humana mediante consideraciones comparativas. Dada una
sustitucion de un aminoécido, PolyPhen-2 extrae varias caracteristicas relacionadas con la
secuenciay la estructura de donde se ha producido la sustitucién e introduce estos datos en un
clasificador probabilistico para obtener el grado de perjuicio que supone. Clasifica las variantes
en benigna, probablemente patogénicay patogénica, basandose en la probabilidad de
patogenicidad dada por el clasificador (Adzhubei et al., 2013)

UMD PREDICTOR (http://umd-predictor.eu/analysis.php)

UMD predictor es una plataforma independiente que contiene todas las predicciones de todas las

sustituciones de cualquier transcripcién humana. Esta herramienta proporciona un enfoque
combinatorio, para identificar posibles variaciones patdgenas, que asocia los siguientes datos:
localizaciéndentro de la proteina, conservacién, propiedades bioquimicas de los residuos
mutantesy de tipo salvaje, y el impacto potencial de la variaciénen el ARNm. (Salgado et al.,
2016)

Algoritmo SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://sift-dna.orq)

SIFT clasificalas sustituciones de aminoacidos en una proteinadada y predice si estos cambios
provocaran un efecto fenotipico en lamisma. SIFT se basa en la premisade que los aminoacidos
importantes de una proteina estan conservados en la evolucion, por lo que cambiosen los mismos
deben afectar a la funcionalidad de la proteina. Las sustituciones en una posicion conservada en
el alineamiento serdn consideradas como “no tolerables” para la mayoria de los cambios,
mientras que las posiciones que no estan conservadas en el alineamiento toleraran mejor los
cambios de aminoacido. Las sustituciones con una puntuacion menor de 0,05 seran clasificadas
como deletéreas, y las de puntuacién mayor o igual a 0,05 seran tolerables o neutrales (Kumar et
al., 2009)
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Human Splicing Finder (HSF) (http://umd.be/Redirect.html)

Es una herramienta para predecir los efectos de las mutaciones en las sefiales de empalme o para
identificar motivos de empalme en cualquier secuencia humana. Tiene nuevas matrices de peso
de posicidn para evaluar la resistenciade los sitios de empalmede 5'y 3'y los puntos de
ramificacion. (Desmet et al., 2009)

CADD.- Combined Annotation Dependent Depletion (https://cadd.gs.washington.edu/)

Es una herramienta para calificar el caracter nocivo de las variantes de un solo nucleétido, asi
como las variantes de insercion/delecion en el genoma humano. Los puntajes C se correlacionan
fuertemente con la diversidad alélica, la patogenicidad de las variantes codificantesy no
codificantes, y los efectos reguladores medidos experimentalmente. Las puntuaciones de CADD-
SV en la escala PHRED varian de 0 (potencialmente benigno) a 48 (potencialmente patdgeno), lo
que indica la posicion de la nueva variante dentro de la distribucion de puntuacion de gnomAD-
SV. Los puntajes CADD estan disponibles gratuitamente paratodas las aplicaciones no
comerciales. (Rentzschet al., 2019).

Clasificacion de variantes de acuerdo con American College of Medical Genetics (ACMG)
El colegio americano de genéticamédica (ACMG por sus siglas en inglés) ha instaurado un
sistema de clasificacion dependiendo de las investigaciones reportadas en diferentes estudios,
analisis familiares, in-silicoy predicciones sistematicas que permitan un acuerdo de
interpretacionen variantes (Richards et al., 2015).

Dicho sistemadel ACMG se ha clasificado para obtener informacion sobre la significancia
clinicade la siguiente manera:

- Patogeénica: variantes que tienen evidencia fuerte de asociacion con enfermedad.

- Probablemente Patogénica: variantes probablemente implicadas con enfermedad, ya que el
cambio nucleotidico presenta una probabilidad de méas del 90% de ser patogénica.

- De significado incierto (VOUS): variantes con posibles cambios funcionales, pero con
evidencia contradictoria o insuficiente. Es decir, no se puede definir si es patogénica o no.

- Probablemente benigna: variantes con evidencia que sugiere benignidad, pero con datos
débiles en la literatura que no descartan impacto bioldgicoy eventualmente clinico. EI cambio
nucleotidico presentauna probabilidad de mas del 90% de no ser patogenica.

- Benigna: variantes genéticas que no alteran funcionalidad.
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CALCULO DE FRECUENCIAS ALELICAS

La frecuenciaalélica (FA) de cada una de las variantes de los genes se calculd por cuenta simple:

~ Numero de copias del alelo en la poblacion
"Numero total de copias del gen en la poblacion

FA

RED DE INTERACCION DE GENES ASOCIADOS A NKX2-5, GATA4, TBX20,
NOTCH1, PTPN11

GeneMANIA es un sitioweb flexibley facil de usar para generar hipotesis sobre la funcion de
genes, prediccion de su funcién. Dado un solo gen de consulta, GeneMANIA encuentra genes
que probablemente compartan funciones en funcidn de sus interacciones, tiene en cuenta
solamente la evidencia encontrada de experimentos, bases de datos proceso bioldgico, funcion
molecular, ruta o dominio de la proteina que se veia alterada y co-expresion con un nivel de
confianza de 0.900 para determinar interaccion entre genes cercanos.

RESULTADOS

En la revision de alcance se encontro que los genes prevalentemente asociadosa CC son:
NKX2-5: ubicado en el cromosoma5q35.1 consta de dos exones, es altamente conservado entre
las especies, y uno de los primeros marcadores necesarios para el proceso normal de formacion
cardiaca. Codificapara una proteina de 324 aminoacidos (NKX2-5), un factor de transcripcion
homebox de clase CK, su regién codificante presentaun dominio Tinman (TN), un
homeodominio (HD) y un dominio especifico NK (NK2SD). Juega un papel importante de
regulacionde proliferacion, diferenciaciony propiedades electrofisiologicas de células cardiacas
(Wang et al., 2019). Las variantes patogénicas en NKX2-5 asociadasa CC incluyen: defectos
septales, tetralogia de Fallot, defectos del tracto de salida, hipoplasiadel ventriculoizquierdoy
defectos del sistemade conduccion cardiaca (Monroy et al., 2013).

TBX20: Ubicado en el cromosoma 7p14.2 contiene nueve exones. Codifica el factor de
transcripcion TBX20 de la familia T-box, subfamilia TBX1, uno de los primeros factores de
transcripcion que se expresan en el desarrollo cardiaco, en el primery segundo campo
cardiogénico, endocardio, miocardio, almohadillas endocérdicas, valvulas cardiacas y tabique

auriculoventricular, actuando principalmente en la proliferacién de cardiomiocitos. (Chen et al.,



2021). Las variantes patogénicas en TBX20 asociadas a CC incluyen: defectos en la tabicacion, la
valvulogénesisy cardiomiopatias (Garcia-floresetal., 2023)

GATAA4: ubicado en el cromosoma 8p23.1, contiene siete exones. Codifica la proteina GATA4
miembro de los factores de transcripcion dedos de zinc, con dos dominios de transactivaciony
dos dominios de dedos de zinc clase IV (N-terminal y C-terminal), que se expresan en tejido
cardiaco, funcionando como regulador critico de la diferenciacion cardiaca. Actta en procesos de
proliferacion, especificaciony diferenciacion celular, y morfogénesis cardiaca, esta presente en la
formacion del tubo cardiaco, separaciény desarrollo del tacto de salida, formaciondel CAV y
desarrollo del sistemade conduccion cardiaco (Fan et al., 2021). Las variantes patogénicas en
GATA4 asociadas a CC incluyen: defectos septales, tetralogia de Fallot, fibrilacionauricular,
estenosis pulmonar (McCulleyy Black, 2012)

NOTCHZ1: ubicado en el cromosoma9q34.3, contiene 34 exones, codificapara la proteina
Notchl y es miembro de la familiade receptores NOTCH, consta de un dominio extracelular
encargado de la interaccion con los ligandos y un dominio intracelular responsable de la
transduccion de la sefial; los receptores NOTCH se expresan en estadios tempranos del
desarrollo, relacionados con desarrolloy proliferaciénde las células cardiacas (Ye et al., 2023,
Wang et al., 2019). Las variantes patogénicas en NOTCHL1 asociadas a CC incluyen enfermedad
de la valvula adrtica calcificada, valvulaadrticabictspide (BAV), y tetralogia de Fallot (Luxan et
al., 2016).

PTPN11: ubicado en el cromosoma 12g24.13, contiene 16 exones y codificapara una proteina
tirosina fosfatasa SHP2, miembro de la familia PTP, importante para mantener la homeostasis del
ambiente interno, esta relacionada con diferenciacion de células progenitoras cardiacas,
desarrollo de valvulasy almohadillas endocardicas, maduraciony separacion de la cavidad
cardiaca. PTPN11 promueve la activacion de la via proteina quinasa activada por RASmitogen
(MAPK) y es movilizada directamente por InsR (Receptor de insulina) para mediar su efecto
mitogeno, una vez fosforiladainicia cascadas de sefializaciénimportante para la diferenciacion,
proliferacidn, migracion, supervivenciade células cardiacas. (Xu et al., 2022; Saint-Laurent et
al., 2022) Este gen esté asociado principalmente con sindrome de Noonan, caracterizado por CC

que incluyen estenosis de la valvula pulmonar y defectos septales (Xu et al., 2022).



VARIANTES GENOMICAS ENCONTRADAS:

En los resultados de los 320 exomas completos analizados se encontro:

En el gen NKX2-5, 38 variantes, siete reportadas en bases de datos de enfermedades: tres
sindnimas, tres intronicasy una missense (Fig. 1). Mediante herramientas in silico, seis variantes
fueron clasificadas como benignas y una (la variante ¢.335-311_335-303del (rs200467566)) fue
reclasificada de benigna a probablemente patogena (Fig. 2) (Apéndice).

Las tres variantes con mayor FA fueron, c.63A>G (rs2277923) (0.2844), ¢.335-311A>T
(rs3095871) (0,2688) y ¢.335-315A>T (rs55880439) (0,2500), con valores cercanos a las bases
de datos poblacionales (tablal).

La red de interaccionde genes para NKX2-5 presentd interacciones fisicas (rosa), y predicciones
de asociacion (naranja), y asociacion principalmente con GATA4 seguido de TBX5, SMAD4,
HAND1, y MEF2C. (Fig. 3A).

En el gen TBX20, 16 variantes, seis reportadas en bases de datos de enfermedades: dos
sindnimas, cuatro intronicas (Fig. 1). Mediante herramientas in silico se clasificaron las seis
variantes como benignas (Fig. 2).

Las tres variantes con mayor FA fueron, ¢.39T>C (rs336283) (0,3406), c.545+13A>G
(rs17675148) y ¢.655-44G>A (rs2072434) (0,2563), y ¢.381-40A>G (rs148673267) (0,0125), los
valores fueron cercanos a los reportados en las bases de datos poblacionales, a excepcion de
€.381-40A>G que presentd una frecuenciamas elevada en este estudio (tabla 1).

La red de interaccion de genes para TBX20 mostrd interacciones de dominios compartidos de
proteinas (amarillo). Presentd asociacion con TBX5 TBX22, TBX21, EOMES, TBX6, TBR1y
TBX3 (Fig. 3B).

En el gen GATA4, 27 variantes, seis reportadas en bases de datos de enfermedades: tres
sindnimas, dos missense y una intronica (Fig. 1). Mediante herramientas in silico se clasificaron
las seis variantes como benignas (Fig. 2).

Las tres variantes con mayor FA fueron ¢.1132A>G (0.0406) (rs3729856), ¢.1000+23A>T
(rs76808439) (0,0281), y ¢.1059C>T (rs3729855) (0,02188), con valores cercanos a los
reportados en las bases de datos poblacionales (tabla 1).

La red de interaccion de genes mostré interacciones fisicas (rosa), y predicciones de asociacion
(naranja); obtuvo asociaciones con NKX2-5, HEY2, ZFPM2, ZFPM1y TBX5 (Fig. 3C).
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En el gen NOTCH1, 219 variantes, 82 reportadas en bases de datos de enfermedades: 40
intronicas, 28 sindnimas, 13 missense y 1 UTR (regién no traducida) (Fig. 1). Mediante
herramientas in silico se clasificaron 67 variantes como benignas, 14 se reclasificaron de
benignas a VOUS (c.3171+42G>A, ¢.3325+26G>A, ¢.5167+189C>A, ¢.2604C>T, ¢.663C>T,
€.7233A >G, ¢.3511-10G>A, ¢.5019-13A>G, ¢.2587+20G>A, ¢.2207+10G>A, c.6555C>T,
€.3325+21A>G, c.*6G>A, ¢.5384+34G>A), y una fue reclasificada de benigna a patogenica
(c.2354-24C>T, rs201516331) (Fig. 2)

La red de interaccion génica mostro interacciones fisicas (rosa), y asociaciéncon JAG1, RBPJ,
MAML1 y NOTCH2 (Fig. 3D).

El gen PTPN11 36 variantes, diez reportadas en bases de datos de enfermedades: nueve
intrénicasy una sinénima (Fig. 1). Mediante herramientas in silico se clasificaron siete variantes
benignas, dos se reclasificaron de benigno a VOUS (¢.756+1274G>A, ¢.526-33_526-31del) y
una se reclasificé de benigno a patogénico (c.854- 30T>C, rs144391508) (Fig. 2).

Las tres variantes con mayor FA fueron ¢.854-30T>C (rs144391508) (0.0875), c.756+1274G>A
(rs11066315) (0.0781) y ¢.854-21C>T (rs41279090) (0.028), cuyos dos ultimos valores fueron
cercanos a los reportados en las bases de datos poblacionales, mientras que, el primero obtuvo
una frecuenciamas alta en este estudio (tabla 1).

La red de interaccion de genes mostré interacciones fisicas (rosa) e interacciones de rutas (azul
claro). Segun ared este gen solo participaen el desarrollo cardiaco, presentando asociacion con
el gen FRS2, SPRY1, PDGFRB vy INSR (Fig. 3E).

La red de interacciénentre los cinco genes mostro que los genes NKX2-5 y NOTCHL1 estaban
presentes en todas las funciones cardiacas seleccionadas, seguidos de GATA4, TBX20 y PTPN11.
(Figura 4)

DISCUSION

Eventos celularesy de sefializacion genética son determinantes para el desarrollo cardiaco, ya
que es un proceso complejoy cualquier variante patogénicaen estos genes pueden provocar
distintas cardiopatias congénitas.

Variantes en el gen NKX2-5 representan el 4% de las causas de CC (Choquet et al., 2020). La
variante ¢.335-311_335-303del no ha sido reportada previamente en la literatura, fue
reclasificada por herramientas in-silico como probablemente patogénica. La variante c.63A>G,

ha sido relacionada con comunicacion interauricular (CIA) en pacientes de Indonesia con una
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frecuenciadel 85.6%, y en China con una frecuenciadel 80.18%. (Rozgie et al., 2022; Wang et
al., 2019), las variantes ¢.335-311A>T y ¢.335-315A>T no han sido reportadas previamenteen la
literatura.

El gen NKX2-5 mostré asociacion con GATA4, SMAD4, TBX5, HANDL1, y SMEF2. (Riazi et al.
2009) sugieren gque la asociacion con GATA4 puede deberse a la presenciade sitios de unién a
GATA4 con alta afinidad en regiones potenciadores del gen NKX2-5, sugiriendo que esta
genéticamente posicionado aguas arriba de NKX2-5; demostraron también, una regulacién
positivade este gen sobre GATA4 y viceversa. Otros sitios de unidn se han encontrado aguas
arriba de NKX2-5 para SMAD cercano a los sitios de union GATA4, esta co-asociacion fisicaes
importante, ya que los factores de transcripcion SMAD1/4 y GATA4 funcionan como
intermediariosde la via de sefializacion de BMP que activan NKX2-5 (Brown et al., 2003; Wang
etal., 2011).

La interaccion entre genes permite la regulacion o expresion de otros genes especificos, por
ejemplo, la expresion génica completade los genes ANF y Cx40 se ve favorecidapor la
asociacion aguas abajo entre NKX2-5 y TBX5, y de su presenciaen los sitios de unién especificos
en el ADN (Bruneau, 2002); EI gen ANF se expresa en los cardiomiocitos auricularesy la capa
trabecular de los cardiomiocitos ventriculares (Warrenet al., 2011) y Cx40 se expresa en
compartimentos auricularesy ventriculares y sistemade conduccion cardiaca (Sultana et al.,
2014).

Una investigacion del control de NKX2-5 sobre HANDL en la asimetria de corazones de murino
mostré que NKX2-5 podria controlar la expresionde HAND1 directamente al interactuar con su
madulo potenciador correspondiente a la sefializacidn izquierda-derecha, o indirectamente
ayudado por la regulacion de factores intermediarios. HANDL1 se expresa en la regién caudal del
lado izquierdo del corazon en bucle, especificamente auriculay ventriculo izquierdo (Biden y
Harvey, 1997; Hatemi et al., 2011).

Los genes NKX2-5 y MEF2C participan tempranamente en la cardiogénesis, y pueden
homodimerizarse, unirse al ADN y regular otros genes especificos como ANF; actuar
cooperativamente e iniciar la transcripcion de otros factores como HAND2 y GATA4 (Vincentz et
al., 2008).

Para las variantes con mayor FA de TBX20, (Santillan, 2015) reporté ¢.39T>C, ¢.545+13A>G y
€.655-44G>A como variantes de genes asociados a enfermedad cardiaca; ¢.655-44G>A fue
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reportada por (Monroy et al.,2015), en pacientes con CIA; ¢.381-40A>G no ha sido registrada
previamente en la literatura.

El gen TBX20 mostro asociacion con TBX5, TBX22, TBX21, EOMES, TBX6, TBR1y TBX3.
TBX20 y TBX5 interactan fisicamente entre si en los dominios N-terminal y T-box de ambas
proteinas, y se requiere que actlen sinérgicamente para el correcto desarrollo del corazon
(Brown, 2005) ademas se expresan al mismotiempoy en lamismaregion junto con GATA4 y
NKX2-5 para promover la especificacion de camaras del miocardio (Paige et al., 2015). TBX20 y
TBX3 presentan areas de expresion superpuestas en el tracto de salida, y el canal atrio ventricular
(CAV), ademas la eliminacionde TBX20 conllevaa regulacion negativade TBX3 (Gravilov et
al., 2013). No se encontrd reporte de literaturasobre la interaccion de TBX20 con TBX6, TBX22,
TBR1, EOMES en el desarrollo cardiaco.

Para el gen GATA4, (Orjuelaet al.,2014) en un estudio de poblacion colombiana de 33 individuos
con cardiopatias no sindrémicas, reporto la variante ¢.1132A>G como “polimorfismo”, en dos
individuos, uno con CIA y otro con coartacion aortica; (Liu et al.,2017) identificaron esta
variante en estado heterocigoto en 2/600 pacientes en una poblacion China Han que presentaban
diagndstico clinico de defectos cono truncales (DCT), uno presento Tetralogia de Fallot y otro
atresiapulmonar con defecto septal ventricular (CIV), sin ser descritaen la poblacion control;
indican también que (Al-Azzouny et al.,2016) predijeron que esta variante podria dar lugar a un
transcrito no funcional; y (Miuyaet al.,2013) la reportan presente en pacientes con CC. La
variante ¢.1000+23A>T fue encontrada en un paciente con insuficienciatricuspideay reportada
en un estudio de pacientes marroquies con CIA, sin presentar un efectoen el splicing (El
Bouchikhi et al., 2020a; Theron et al., 2015). La variante ¢.1059C>T, fue encontradaen
pacientes marroquies con hipertension e infarto agudo de miocardio (Miuyaet al., 2013).
GATA4 mostrd interacciones con los genes, NKX2-5, HEY2, ZFPM2, ZFPM1y TBX5. GATA4
funciona como regulador positivo de NKX2-5 (Riazi et al., 2009). La actividad de HEY2 se ve
favorecida por la asociacion con GATA4 en presencia de TBX20, HEY2 funciona como factor de
transcripciénindispensable en diferenciacién de miocitos ventriculares (Ihara et al., 2020).
GATA4 puede formar un complejo con ZFPM2/FOG2 importante para el desarrollo del tracto de
salida (Zhang et al., 2014), asi mismo, (Katz et al.,2003) demostraron la expresion de
ZFPM1/FOGL en el tracto de salida, co-expresandose con los miembros GATA4/5/6. Su
interaccion con TBX5 activa la expresion de Cx30.2, que codificauna proteina de union tipo gap
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en el nodo atrio ventricular, necesariapara el retraso normal de este nodo (McCulleyy Black,
2012).

En el gen NOTCHL1, la variante ¢.2354-24C>T fue reclasificada como patogenica, y tedricamente
podria tener un efecto patogénico sobre el empalme segin HSF, sin embargo, ain no ha sido
reportadaen la literatura. Las variantes ¢.1669+9T>C y ¢.2970-31A>G fueron identificadasen
pacientes diagnosticados clinicamente con valvula aértica bicuspide (BAV), (Dargis, 2015;
Debiec et al., 2022); La variante ¢.5473-43T>C se encontré en pacientes con BAV/aneurisma
adrtico ascendente (Kent et al., 2013), la BAV es una de las anomalias congénitas mas frecuentes
afectando al 1-2% de la poblacion general; variantes en NOTCHL1 estan implicadas en
enfermedades de las valvulas aorticas (High et al., 2009).

La asociacionde NOTCH1 con JAG1 (Jaggedl) se debe a que JAGL se expresa en la célula
vecina produciendo escision proteolitica del dominio intracelular Notch para ser trasladado al
nucleo, formando un complejo transcripcional con Rbp-J y MAML expresando los factores de
transcripcion HEY y HES (en ausencia de sefial, Rbpj y MAML, no se asocian). MAML1, es una
proteinanuclear que actia como regulador positivo de NOTCH1 (Kitagawa, 2015, Varadkar et
al., 2008). NOTCH1 y NOTCH2 se expresan fuertemente en endocardio del CAV vy tracto de
salida (Niesseny Karsan, 2007).

En el gen PTPN11, la variante ¢.854-30T>C fue reclasificada como patogénica, sin embargo, no
ha sido reportada en la literatura en asociacion con CC; esta variante presentd la FA mas alta; las
variantes patogénicas no necesariamente implican enfermedad, pero si una predisposiciona la
segregacion de la variante a generaciones futuras (Rodriguez et al., 2014). De acuerdo con (El
Bouchikhi et al. 2020b) la variante ¢.854-21 C>T fue indicada como recurrente en pacientes con
sindrome de Noonan, de los cuales el 84% presentaban CC, principalmente estenosis valvular
pulmonar. La variante c.756+1274G>A no ha sido registrada previamente en la literatura.

La asociacionde PTPN11 con FRS2, se debe a que FRS2 contiene sitios de uniéna PTPN11 y
GRB2 formando un complejo en respuestaa la estimulacion de receptores de factores de
crecimiento fibroblastico (FGFR), ademas, FRS2 juega un papel importante en la mediacion de
sefales de la cascada de sefializacion Ras/MAPK (Ong et al., 2020). En la asociacion con SPRY1,
(Hanafusa et al.,2004) sugieren que PTPN11 actia como regulador positivo en via de
sefializacion de FGF al desfosforilar e inactivar el inhibidor SPRY1. PTPN11 promueve la
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activacion del receptor proteina tirosina quinasa de la via de sefial del receptor PDGF 3 en células
del musculo liso (Cheng et al., 2018).

En cuanto a la red de interaccion de los 5 genes, estos se expresan desde estadios tempranos y se
mantienen durante todo el proceso de desarrollo cardiaco. Inician procesos de migracién, destino
y especificacion celular, formando complejos para la expresion de otras moléculas y genes,
indispensables para el buen desarrollo del corazon, y especificacion de regiones cardiacas. (Paige
etal., 2015; Tan y Lewandowski, 2019; Lauriol et al., 2015).

CONCLUSION

En este estudio se identificaron variantes gendmicas asociadas a cardiopatias en los diferentes
genes implicados en el desarrollo cardiaco en la poblacion del suroccidente colombiano en
pacientes con enfermedad complejay no diagnosticados clinicamente con cardiopatias
congénitas. Las variantes intronicas fueron relevantes en los genes TBX20, NOTCH1 y PTPN11,
Ilegando a obtener las mayores frecuencias alélicas, y algunas reclasificadas como patogénicas
segun las herramientas de prediccion in silico, lo que sugiere la necesidad de mayores estudios
sobre el impactoy frecuenciade estas variantes en poblacion con cardiopatias congénitas a fin de
permitir el alcance de una medicina de precision.

Las redes de interaccion génica permitieron determinar las funciones bioldgicas de los genes
estudiados, comprobando su importanciabioldgicaen la participacion del desarrollo cardiaco, y
la posible activacion e inactivacion de genes involucrados en dicho proceso. Su correcta
interpretacion permitird un acercamientoa la medicinade precision para un tratamiento
especificoy una adecuada consejeria genética.

Este trabajo contribuye al conocimiento sobre la frecuencia con la que las variantes genémicas
asociadas a CC estan presentes en la poblacion no diagnosticada clinicamente con esta patol ogia,
permitiendo un diagndstico temprano, para un tratamiento precoz, disminuyendo la
morbimortalidad, pensando en un futuro tamizaje neonatal molecular universal de cardiopatias
congeénitas.
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Tabla 1. Se reportan las tres variantes con mayor frecuenciaalélica por gen, clasificacion segin
el ACMG y comparacion con las bases de datos poblacionales.

FA en el FA en

GEN Variante Clasificacién presente 1000 FA en FA en
. EXAC gnomAD
estudio genomas
C.63A>G Benigna 0,28438  0,53574 0,40522 0,43234

NKX 2-5 €.335-311A>T Benigna 0,26875 0,61100 0,46750 0,39640
€.335-315A>T Benigna 0,25000 0,40300 0,44380 0,39330

€.39T>C Benigna 0,34063  0,69389 0,67668 0,67920
€.545+13A>G Benigna 0,25625 0,34400 0,38080 0,38900

TBX20
€.655-44G>A Benigna 0,25625  0,34400 0,38110 0,38900

€.381-40A>G Benigna 0,01250 0,00300 0,00080 0,00100

c.1132A>G Benigna 0,04063 0,04300 0,09621 0,09520
GATA 4 ¢.1000+23A>T Benigna 0,02813  0,02300 0,00660 0,02200
€.1059C>T Benigna 0,02188  0,03900 0.01123 0,01000

€.1669+9T>C Benigna 0,35313 0,88399 0,87042 0,87200
NOTCH1  ¢.2970-31A>G Benigna 0,33438  0,76500 0,66270 0,63800
€.5473-43T>C Benigna 0,32813 0,74200 0,59200 0,59300

€.854-30T>C Benigna 0,08750 0,01800 0,01200 0,01800
PTPN11 C.756+1274G>A Benigna 0,07813 0,16700 0,21080 0,13100
€.854-21C>T Benigna 0,02813  0,03700 0,05919 0,05800

FA: Frecuencia Alélica
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Figura 1. Cantidad de variantesy tipo de cambio para los genes NKX2-5, TBX20, GATA4,
NOTCHL1, y PTPN11.

Figura 2. significanciaclinicasegin ACMG, generada por las herramientas
In-silico para las variantes de los genes NKX2-5, TBX20, GATA4, NOTCH1, y PTPN1.

Figura 3. Red de interaccién por cada uno de los genes y su interaccidén con genes o moléculas
asociadas al desarrollo cardiaco. Las lineas entre los genes representan las interaccionesy los
colores dentro del gen representa la funcion asociada al desarrollo cardiaco. A. Red de
interaccion del gen NKX2-5. B. Red de interaccion del gen TBX20. C. Red de interaccidndel gen
GATA4. D. Red de interaccion del gen NOTCHL. E. Red de interacciondel gen PTPN11.

Figura 4. Red de interaccidn que tiene como nodos los cinco genes en estudioy su relacion con
otros genes 0 moléculas. Las lineas de colores representan las interacciones entreellos y los
colores dentro de cada gen representa las funciones asociadas al desarrollo cardiaco.
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TIPOS DE VARIANTES POR GEN

Gen NKX 2-5 Gen TBX20 Gen GATAA4

Sinénima N Sinénima
Sinénima
m Missense . u Missense
= Intron
= |ntrén = Intrén
= No Reportada
= No Reportada Total: 16 = No Reportada
Total: 38 Total: 27
Gen NOTCH1 Gen PTPN11
Sindnima
= Missense Sindnima
= Intrén = Intrén
= UTR ® No Reportada

m No Reportada Total: 36

Total: 219
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SIGNIFICANCIA CLINICA DE LAS HERRAMIENTAS IN-SILICO

Gen NKX2-5 Gen TBX20

Gen GATA 4

m Benigna
m Benigna .
PP = Benigna
TOTAL7 TOTAL 6
Gen NOTCH1
1% Gen PTPN11

m Benigna = Benigna

mVOus = VOUS

® Patogénica I
TOTAL 82 atogénica

TOTAL 10

PP: Probablemente patogénica; * Variante Reclasificada.
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