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DEFECTOS GENOMICOS EN CARDIOPATIAS CONGENITAS

RESUMEN

Es sabido que en la actualidad las enfermedades con base total o parcialmente genética
constituyen un problema para la salud publica y ocupan en nuestros dias un lugar cada vez
mas preponderante en la agenda sanitaria mundial y nacional. De hecho, las anomalias
congénitas (AC) en nuestro pais presentan una prevalencia de 1.82% segun datos de la Red
Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC). En esta prevalencia no se incluyen los
impedimentos fisioldgicos y mentales de aparicion mas tardia, aunque se estima que la
prevalencia asciende al 8% a los 5 afios de edad. Las AC en la Argentina representan la
segunda causa de mortalidad infantil y explican el 27.94% de las defunciones al nacimiento.
Dentro de las AC, las cardiopatias congénitas (CC) son las mas frecuentes y constituyen un

tercio de estas entidades.

Las CC abarcan un amplio espectro de entidades que poseen anomalias en la estructura del
corazon y los grandes vasos, poseen una prevalencia mundial que oscila entre 6 y 9 de cada
1000 nacimientos y se destacan como causa de muerte prenatal, neonatal e infantil y de
morbilidad en edad pediatrica. En el periodo comprendido entre 2009 - 2018, fueron reportados
al Registro Nacional de Malformaciones Congénitas nifios con CC, con una prevalencia de 4.92

de cada 1000 nacimientos.

La etiologia de la mayor parte de las CC es multifactorial, en donde intervendran tanto
factores ambientales como genéticos. Pueden ocurrir en el contexto de malformaciones
multiples o, como en la mayoria de los casos, de forma aislada y tanto para los casos
sindrémicos como para los aislados se ha reportado recurrencia familiar, consistente con la
influencia genética en el desarrollo de la patologia. La contribucién genética a la causalidad
de la patologia es diversa y abarca desde aneuploidias cromosomicas hasta defectos en

genes individuales.

En este trabajo nos propusimos la identificacion y el analisis de desbalances gendémicos y de
variantes de secuencias en individuos afectados con CC con el fin de contribuir a la
caracterizacidn de nuestra poblacion y a la compresion de los mecanismos involucrados en la

patogenia.



En total, se reclutaron 334 pacientes de hasta 16 afos de edad con CC ya sea en forma aislada
0 con otras anomalias mayores. En una primera etapa, se incluyé un grupo de pacientes con
CC conotroncales (n=80). Avanzando con el trabajo de tesis, ampliamos la inclusion a
pacientes que presentaban todo tipo de CC (n=254). Los pacientes incluidos en la primera
etapa fueron estudiados mediante técnicas de citogenética clasica, hibridacion fluorescente in
situ (FISH) para la region 22911 y un analisis por MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Ampilification) de regiones genémicas asociadas a CC conotroncales. Aquellos pacientes que
no presentaron ninguna anomalia mediante las metodologias anteriores fueron estudiados en
busqueda de variantes de secuencia en el gen NKX2-5 por secuenciacion de Sanger. Para el
segundo grupo de muestras, y luego de analizar la posible presencia de la delecion 22q11
(Del22g11) en pacientes con CC conotroncales y en pacientes con diagnéstico presuntivo de
Sindrome de DiGeorge mediante MLPA, se implementé la busqueda de desbalances
genomicos mediante hibridacién gendmica comparada (array-CGH) en pacientes con al menos
otra anomalia mayor. Finalmente, en un grupo seleccionado de pacientes analizamos la
presencia de variantes de secuencia en un conjunto de genes implicados en CC mediante
técnicas de secuenciacion masiva de nueva generacion. Los analisis previamente descritos se

realizaron en 236 pacientes del total de pacientes incluidos.

Nuestros resultados mostraron la ausencia de anomalias cromosomicas detectables por
estudios citogenéticos clasicos en la muestra analizada. Un total de 42 pacientes presentaron
desbalances detectado por MLPA: 35 con Del22g11 de 3Mb, 3 con Del22g11 de 1.5 Mb, 2 con
duplicaciones en 22911, 1 con una delecion en TBX7y 1 con una delecion en 17p13.3. Entre
los 44 pacientes analizados por array-CGH, se detectaron 10 anomalias de relevancia clinica
en 9 pacientes, 7 deleciones, 2 duplicaciones -en un rango que abarcan entre 0.02 hasta 13
Mb- y 1 trisomia. Los estudios de secuenciacion del gen NKX2-5 no revelaron la presencia de
variantes patogénicas, si bien se hallaron 3 variantes noveles (NM_004387.4: c.334+618G>A,
c.450C>Ay ¢c.921G>T) que podrian corresponder a polimorfismos poblacionales. Finalmente,
para 17 pacientes se realizé secuenciacion masiva, entre los cuales 11 presentaron 12
variantes de significancia clinica o posible relevancia clinica relacionadas a CC. Siete de estas
variantes ya habian sido reportadas previamente en la literatura: VEGFA: ¢.103G>T; MYH?7:
€.2599G>A; PTPN11: ¢c.1381G>A; c.922A>G y c.181G>A; MYBPC3: c.2176C>T; RAFT:
c.770C>T. Los 5 restantes, se describen por primera vez en este trabajo: MYH6: c.5276A>G;
MYH11: ¢.3143-2_3145delAGTGC, EP300: c.7081C>T, KAT6B: c.4572_4573dupTA y MYHT:
Cc.671A>T.



En resumen, por medio de estos algoritmos de analisis genético que combina tanto la
aproximacion clinica como los estudios de laboratorio, hallamos la causa genética de la
afeccion en 61 de los 236 pacientes (25.84%) en los que fue posible realizar algun estudio. Los
desbalances en 22q11 se hallaron en el 20.5% de los pacientes con CC conotroncales o con
SDG analizados. El porcentaje de resoluciéon de la causalidad genética del array-CGH fue del
20.9% y la de la secuenciacion masiva 64.7%.

Todos estos resultados contribuyen al conocimiento de las causas moleculares involucradas
en la CC a nivel global, pero tiene mas relevancia al ser un trabajo pionero en nuestro pais al
abordar el analisis de la posible contribucion genética en la afeccion en forma integral.
Asimismo, se han detectado por primera vez a nivel mundial variantes de secuencia de
relevancia clinica que estarian implicadas en las CC en individuos de nuestra poblacién, y se
ha avanzado en la implementacion de metodologias genémicas en instituciones publicas del

pais.

Palabras clave: Cardiopatias congénitas; delecion 22q11; variantes de numero de

copia; variantes de un solo nucleétido.



GENOMIC DEFECTS IN CONGENITAL HEART DEFECTS

ABSTRACT

It is well documented that diseases with a totally or partially genetic basis constitute a problem
for public health and occupy an increasingly and importantly place in the global and national
health agenda. In our country, congenital anomalies (CA) have a prevalence of 1.82%
according to the National Network of Congenital Anomalies (RENAC). This prevalence may
increase up to 8% at 5 years of age if physiological and mental impairments of later onset
symptoms are considered. CA represents the second-leading cause of infant mortality and
explains 27.94% of deaths at birth. Among CA, congenital heart diseases (CHD) are the most

frequent type, representing a third of them.

CHD includes a broad spectrum of clinical presentations affecting the structure of the heart
and great vessels. With a worldwide prevalence ranging from 6 to 9 out of every 1000 births,
CHD stands out as one of the main causes of prenatal, neonatal, and infant death and
morbidity in the pediatric age. Between 2009 and 2018, children with CHD were reported to
RENAC with a prevalence of 4.92 per 1000 births.

The etiology of these defects is widely recognized as multifactorial, involving both
environmental and genetic factors. They can occur in the context of multiple malformations
or, most commonly, in isolation. Familial recurrence has been reported for both syndromic
and isolated cases, consistent with genetic influence in the development of the disease,

ranging from chromosomal anomalies to defects in single genes.

In this work we aimed to analyze the presence of genomic imbalances and sequence variants
in individuals affected with CHD in order to contribute to the characterization of our population

and to obtain a better understanding of the mechanisms involved in its pathogenesis.

We recruited a total of 334 patients of up to 16 years of age with isolated CHD or with other
major abnormalities. In an initial step, we included a group of patients with conotruncal CHD
(n=80) for its analysis. Moving forward, we expanded the inclusion criteria to patients who
presented all types of CHD (n=254). Patients included in the initial step were analyzed by
classical cytogenetic techniques, fluorescence in situ hybridization (FISH) for the 2211
region, and MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) of genomic regions

associated with conotruncal CHD. Samples with negative results were further studied by



Sanger sequencing of the NKX2-5 gene. For the second group, patients with at least one
other major anomaly were analyzed by array comparative genomic hybridization (array-CGH)
after performing MLPA in samples of patients presenting conotruncal CHD or DiGeorge
Syndrome. Finally, we analyzed the presence of genetic variants using massive next
generation sequencing (NGS) in a selected group of patients. In total, 239 samples were
successfully analyzed using the above-mentioned studies.

Our results showed the absence of chromosomal abnormalities by classical cytogenetic
studies. A total of 42 patients presented imbalances detected by MLPA: 35 have a Del22g11
of 3Mb, 3 presented a shorter Del22q11 of 1.5 Mb, 2 have a 22911 duplication, 1 has a
deletion in TBX1 and 1 has a deletion in 17p13.3. Among the 44 patients analyzed by array-
CGH, we detected 10 clinically relevant anomalies in 9 patients, 7 deletions, 2 duplications -
ranging from 0.02 to 13 Mb— and a trisomy. Non-pathogenic variants were found after
sequencing the NKX2-5 gene. In particular, we described 3 novel variants (NM_004387 .4:
€.334+618G>A, ¢.450C>A, c.921G>T) that probably represent population polymorphisms.
Finally, massive sequencing was performed for 17 patients, and in 11 of them, we found 11
clinically relevant genetic variants related to CHD. Seven of these genetic variants had
already been reported: VEGFA: c.103G>T; MYH7: c.2599G>A; PTPN11. c.1381G>A;
c.922A>G y c.181G>A; MYBPC3: c.2176C>T; RAF1: c.770C>T, whereas the other 4 are
being described for the first time in this work: MYH6:C.5276A>G; MYH11: c.3143-
2_3145delAGTGC, EP300: c.7081C>T, KAT6B: c.4572_4573dupTAy MYH7: c.671A>T.

In conclusion, using these algorithms that combine laboratory techniques with clinical and
genetic assessment, we determined the genetic contribution to CHD in 61 out of the 236
(23.11%) analyzed patients. Imbalances in 22911 were found in 20.5% of the patients with
conotruncal CHD or with DGS. The resolution yield of array-CGH was 20.9%, while 64.7% of
the patients presented a clinically relevant genetic variant after applying NGS.

All these results may contribute to the knowledge of the molecular basis involved in CHD,
although it becomes more relevant as a pioneering work by addressing the genetic
contribution to the disease following an integral approach. Moreover, clinically relevant
genetic variants implicated in CHD have been described for the first time worldwide in
individuals from our population, and significant progress has been achieved in the

implementation of genomic analysis in public institutions in our country.



Keywords: Congenital heart defects; 22q11 deletion; copy number variations; single

nucleotide variants.
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CAPITULO I - INTRODUCCION

1.1 ANOMALIAS CONGENITAS

Las anomalias congénitas (AC) también llamadas defectos congénitos, constituyen todas las
condiciones potencialmente patoldgicas (morfolégicas y/o funcionales) que se originan antes
del nacimiento y pueden afectar la salud, el desarrollo y/o la supervivencia [1]. Las AC varian
sustancialmente en gravedad, algunas se asocian con abortos espontaneos, muerte fetal o
muerte en el periodo posnatal temprano. Las AC mayores se definen como cambios
estructurales que tienen un impacto médico, social o cosmético que afecta al individuo y
tipicamente requieren una intervencién médica [2]. Afectan al 3-5% de los recién nacidos [3] y
representan la segunda causa de mortalidad infantil. Son estas condiciones las que explican la
mayoria de las muertes, la morbilidad y la discapacidad relacionadas con AC (Figura 1) [2].

Las AC representan una proporcién significativa de muertes neonatales en América Latina y la
tendencia esta creciendo. Sin embargo, tanto la tendencia como la contribucién de este grupo
de causas varian de un pais a otro. Esto se debe, entre otros factores, a la precision con la que
se registran las causas de muerte, el acceso a técnicas de diagndstico prenatal para cada grupo
de poblacion y la posibilidad de interrupcién voluntaria del embarazo [4]. En los paises cuya
tasa de mortalidad es baja (menor a 6 defunciones por 1.000 nacidos vivos), las muertes por
defectos congénitos representan entre 15 y 40% de las defunciones neonatales. En los que
tienen una tasa de mortalidad neonatal alta (mayor a 12 por 1.000 nacidos vivos), las
defunciones por defectos congénitos representan, en general, menos del 15% del total de
defunciones de ese grupo etario. En el caso de los paises con tasa de mortalidad intermedia
(entre 6 y 12 por 1.000 nacidos vivos), el comportamiento es variable, con proporciones que
oscilan aproximadamente entre 10 y 30% de la mortalidad neonatal [4]. De todas las muertes
en la region debido a AC, el 28,4% (aproximadamente una de cada tres) se debe a las

cardiopatias congénitas (CC) cuya tendencia se mantiene constante en el tiempo [4]

En contraste con las AC mayores, las AC menores, aunque son mas prevalentes en la poblacion
general, son cambios estructurales que no constituyen un problema significativo para la salud
en el periodo neonatal y tienden a tener limitadas consecuencias sociales o cosméticas en el
individuo afectado. Entre este tipo de AC podemos mencionar al pliegue palmar unico y

clinodactilia. Las AC mayores a veces se encuentran asociadas con anomalias menores.
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Figura 1: Anomalias congénitas y cromosémicas como causa de muertes neonatales en la regién de las
Américas, 2016. Adaptado de la Organizacién Panamericana de salud [4].

La etiologia de las AC es heterogénea y abarca desde factores genéticos hasta teratogénicos.
Sin embargo, en la actualidad, en aproximadamente el 50% de los afectados con AC se
desconoce su causa. En Argentina, se estima una prevalencia del 1.82% (Red Nacional de
Anomalias Congénitas de Argentina RENAC reporte 2022) [5] AC mayores detectadas al

momento del nacimiento.

1.2 CORAZON NORMAL

El corazon es un 6rgano hueco compuesto por cuatro camaras: dos auriculas y dos ventriculos
(Figura 2). Tiene cuatro valvulas que regulan el flujo sanguineo de una camara a otra: las
valvulas tricuspide y mitral que regulan la circulacion entre las auriculas y los ventriculos; la
pulmonar y la adrtica que regulan la circulacion sanguinea fuera del corazén. Es un 6rgano

muscular de consistencia firme y color rojo.
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Figura 2: Esquema de las cavidades, valvulas, arterias y principales venas del corazon.
Adaptado de Stanford Medicine Children's Health [6].

1.2.1 Circulacién postnatal

La sangre llega al corazdén a través de las venas cavas y entra directamente en la auricula
derecha. La vena cava superior recolecta sangre de la cabeza y las extremidades superiores,
y la vena cava inferior recolecta sangre del abdomen y las extremidades inferiores. La sangre
coronaria que circula por el seno coronario también llega a la auricula derecha. Desde la
auricula derecha, la sangre pasa a través de la valvula tricuspide al ventriculo derecho, y desde
ahi, a través de la valvula pulmonar, hacia la arteria pulmonar. La sangre llega a los pulmones
y luego entra de nuevo al corazoén por las venas pulmonares que convergen en la auricula

izquierda. Este recorrido constituye la circulacién menor.

De la auricula izquierda la sangre se dirige a través de la valvula mitral hacia el ventriculo
izquierdo. Una vez en el ventriculo izquierdo, la sangre es propulsada a la arteria aorta a través
de la valvula adrtica dirigiéndose a todo el organismo. Posteriormente, la sangre vuelve al
corazon a la auricula derecha a través de las venas cavas, cerrando el circulo y constituyendo

la circulaciéon mayor (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de la circulaciéon post natal de la sangre. Adaptado de Burns P. [7]

1.2.2 Circulacion fetal

En la fisiologia cardiaca y el sistema cardiovascular, comprender las bases de la circulacion
fetal y los cambios que ocurren al nacer es muy importante para comprender muchas patologias
que pueden ocurrir durante el periodo neonatal. La diferencia mas importante es que el feto
recibe oxigeno de la madre a través de la placenta, mientras que el nifio, después del

nacimiento, recibe oxigeno de los pulmones.

La sangre oxigenada viaja de la placenta al feto a través de la vena umbilical. El corazon fetal
posee una abertura en el tabique interauricular llamado el foramen oval (FO), que permite que
la mayoria de la sangre que llega a la auricula derecha, en vez de pasar al ventriculo derecho,
fluya principalmente hacia la auricula izquierda. De la auricula izquierda, la sangre oxigenada
es bombeada al ventriculo izquierdo y luego a la aorta, que la transporta a los tejidos del cuerpo.
La sangre regresa a la placenta a través de las arterias umbilicales (Figura 4).

La segunda diferencia caracteristica de la circulacion del corazon fetal respecto del corazon
postnatal es el conducto arterioso (ductus) (CA), que conecta y permite el paso de sangre de la
arteria pulmonar hacia la aorta, a la vez que la lleva a la placenta para su oxigenacion. El ductus
se cierra rapidamente después del nacimiento y la sangre en la arteria pulmonar va a los

pulmones para oxigenarse.
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En el feto, los pulmones no son funcionales y estan llenos de liquido. La presencia de liquido
hace que los pulmones sean resistentes al flujo de sangre que les llega, y solo reciben suficiente

sangre para sus necesidades de crecimiento y desarrollo.

Vena Cava 3 Aorta

Arterias
Umbilicales

Vena Umbilical

Figura 4: Esquema de la circulaciéon normal de la sangre prenatal. CA: conducto arterioso. FO:
foramen oval. Adaptado de Burns P. [7]

1.2.3. Desarrollo anatomico del corazén

El corazén es el primer 6rgano funcional en desarrollarse en el embrién [8]. Juega un papel vital
en el bombeo de nutrientes y eliminacion de los desechos tan pronto como el embridn alcanza
un tamafo donde la difusion pasiva ya no es suficiente para asegurar la supervivencia celular.
El corazén maduro esta compuesto principalmente por cuatro tipos de células: cardiomiocitos,
endotelio, musculo liso y fibroblastos. Estos tipos de células se derivan de progenitores
pluripotentes que se vuelven progresivamente restringidos en cuanto a su potencial de linaje,
dando lugar a células progenitoras cardiacas multipotentes y, en ultima instancia, a los tipos de

células diferenciadas del corazon [9].

Tras la fecundacion, a partir de la division del cigoto, comienzan a diferenciarse los tipos de
células que componen el cuerpo humano. Cada periodo prenatal posee caracteristicas
especificas. El periodo de blastula abarca desde el dia 14 hasta la tercera semana de
embarazo. En esta etapa, la nutricion se realiza por difusién. Aproximadamente a los 15 dias
de la fecundacion tiene lugar la gastrulacion, y el disco bilaminar que formaba el cigoto pasa a

estar formado por tres hojas blastodérmicas. El epiblasto, formado por las células mas
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ventrales, formara el ectodermo. Desde esta capa se invaginaran células hacia el hipoblasto
situado dorsalmente para dar lugar al endodermo. Las células que quedan entre estas nuevas

capas formaran el mesodermo [10].

El corazon se forma a partir del mesodermo embrionario alrededor de 18 a 19 dias después de
la fecundacion en humanos, fundamentalmente a partir de la lamina esplacnica del mesodermo
lateral. Recibe una contribucion importante de células de la cresta neural y una considerable

induccién del endodermo en sus etapas iniciales [10].

El corazén de los vertebrados forma una estructura tridimensional compleja en las primeras
etapas embrionarias con una amplia variedad de tipos celulares que derivan de progenitores
cardiacos multipotentes, que son clones autorrenovables definidos por su presencia espacio-
temporal y su potencial para diferenciarse en estos linajes especificos. Varios tipos de
precursores mesodérmicos y los primeros progenitores cardiacos estan presentes antes del

compromiso con los campos cardiogénicos primario y secundario (CCP y CCS) [11].

ElI CCP se origina en el mesodermo esplacnico anterior (area cardiogénica, Figura 5) y da lugar
a dos hebras simétricas llamadas tubos endocardicos, compuestas principalmente por
precursores del ventriculo izquierdo, las cuales se ahuecan para originar los dos tubos
endocardicos longitudinales emparejados, tapizados de endotelio. A partir del dia 21 del
desarrollo embrionario, conforme tiene lugar el plegamiento embrionario lateral, migran a la
linea media, se aproximan entre si y se fusionan, comenzando en el extremo ceféalico y
progresando en direccidn caudal, para formar el tubo cardiaco primitivo. Para entonces este ya
posee dos capas de tejido: una interna de tejido endotelial y una externa de células miocardicas,
separadas por una matriz extracelular llamada gelatina cardiaca [12-15]. El tubo cardiaco
primitivo forma rapidamente cinco regiones distintas (de la cabeza a la cola): el tronco arterioso,

el bulbus cordis, el ventriculo primitivo, la auricula primitiva y el seno venoso (Figura 5).

El CCS deriva del mesodermo faringeo situado en el centro de la medialuna cardiaca y se
encuentra dorsal al tubo del corazén en formacién. Esta poblacion celular esta excluida del tubo
cardiaco primitivo; no se diferencian mientras se expanden por proliferacion y, luego de iniciada
la formacion del asa cardiaca (o el looping), pueblan el corazén en crecimiento en sus polos de
entrada y salida, que contribuyen a los vasos de entrada, auriculas, ventriculo derecho y tracto
de salida [16].
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Figura 5: Esquema del desarrollo embrioldgico del corazén. Adaptado de OpenStax 19.5: Desarrollo del

Corazén [17]

Inicialmente, toda la sangre venosa fluye hacia el seno venoso, y las contracciones impulsan la
sangre desde la zona caudal hasta la cabeza, o desde el seno venoso hasta el tronco arterioso,
patrén muy diferente al que ocurre en el adulto [8]. Esto genera circulacion sanguinea, asi como
fuerzas hemodinamicas que también participan en el desarrollo de camaras, valvulas y en un

sistema de conduccion mas especializado [16].

Las cinco regiones del tubo cardiaco primitivo se convierten en estructuras reconocibles en un
corazon completamente desarrollado. A medida que el tubo cardiaco primitivo se alarga como
resultado del despliegue de las células del CCS, alrededor de la cuarta semana de gestacion
sufre una torsion y rotacion hacia la derecha dentro del pericardio, lo cual posiciona a las
auriculas por encima de los ventriculos. Asimismo, a partir del tracto de salida comienzan a

emerger las arterias del arco aortico [18].

Alrededor de la quinta y sexta semanas de desarrollo embrionario, se forman los tabiques
cardiacos (septos) para dividir al corazdn en cuatro camaras. El bulbus cordis se desarrolla en
el ventriculo derecho, el ventriculo primitivo forma el ventriculo izquierdo, el seno venoso

desarrolla la porcidn posterior de la auricula derecha y el nodo sinoauricular y la auricula
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primitiva se convierte en la porcion anterior de las auriculas derecha e izquierda. En el tabique
interauricular se forma un agujero de comunicacion llamado foramen oval que no se cierra hasta
después del nacimiento. El tronco arterioso (tracto de salida o conducto arterioso) se divide en
la arteria pulmonar y la aorta, lo que resulta en la division de la circulacién pulmonar y sistémica
(menor y mayor), respectivamente. Mas tarde ocurre una reestructuracion valvular intensiva,
formando las valvulas auriculoventriculares y semilunares entre la quinta y novena semana de
gestacion junto con el crecimiento de los ventriculos para completar la maduracion del corazén.
El establecimiento de esta simetria izquierda-derecha es muy importante para el desarrollo

normal del corazon [19].

El musculo de la auricula y los ventriculos primitivos son continuos. La auricula actua como
marcapasos cardiaco transitorio, hasta que el seno venoso asume esa funcién. El nodo sinusal
aparece durante la quinta semana de desarrollo, inicialmente en la pared del seno venoso, pero
luego se incorpora a la pared de la auricula derecha, cerca de la entrada de la vena cava
superior. Junto con células de la region auriculoventricular (AV) forman el nodo y fasciculo AV,
localizado justo por encima de las almohadillas endocardicas. Las fibras que nacen del fasciculo
AV pasan de la auricula al ventriculo y se dividen en dos ramas, derecha e izquierda, que se

distribuyen por todo el miocardio ventricular [18].

1.2.4 Factores paracrinos y endocrinos determinantes de la morfogénesis del corazén

En los ultimos anos con el advenimiento de nuevas estrategias para el estudio de la
cardiogénesis, se produjo un cambio drastico en el modo de estudiar el desarrollo cardiaco.
Este cambio implicé pasar de estudiar cortes secuenciales de corazones embrionarios de
distintos animales, a la aplicaciéon de los métodos moleculares de identificacion de linajes
celulares. Estas tecnologias brindaron una vision mas dinamica del desarrollo del aparato
cardiovascular y han permitido encontrar el origen, a veces insospechado, de varias estructuras
anatdmicas a partir de determinados grupos celulares, asi como los genes y sus productos
proteicos [20—24].

La morfogénesis del corazén es un proceso que requiere del posicionamiento oportuno, la
migracion, la proliferacion y la especificacion del destino celular de varias poblaciones celulares
en concordancia con sefales estructurales y mecanicas embrionarias [25]. Existen multiples
vias de sefalizacién que desempefian papeles criticos durante la cardiogénesis de manera

secuencial y coordinada, incluyendo entre los principales actores a los morfégenos. Los
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morfégenos son moléculas difusibles que especifican el tipo de célula que se genera en una
localizacion anatomica especifica. Como ejemplos podemos nombrar al acido retinoico (RA, por

su siglas en inglés de Retinoic acid), el factor beta transformante del crecimiento (TGF, del

inglés Transforming Growth Factor ), las proteinas morfogénicas éseas (BMP, del inglés Bone
Morphogenic Proteins), las proteinas de via de comunicacion intercelular Hedgehog, la familia
de proteinas Wnt y a los factores de crecimiento como el FGF (del inglés Fibroblast Growth
Factor) [11,26,27]. Estas vias de sefializacion, en conjunto con factores de transcripcion (FT),
reguladores epigenéticos y ARNs no codificantes (ncRNAs, del inglés non coding RNAS)
controlan la especificacion de los progenitores cardiacos, la proliferacion y diferenciacion en

diversos linajes de células cardiacas y contribuyen a construir el érgano [9,11].

A continuacion, se describen brevemente algunas de las vias enddcrinas y paracrinas
protagonistas en la organogénesis del corazon a partir de los estudios realizados principalmente

en modelos animales.

El RA es el metabolito bioactivo de la vitamina A. A nivel molecular se une a sus receptores
intracelulares, los activa, y regula la expresidén génica «rio abajo» mediante elementos de
respuesta (RARESs). Los genes Hox son dianas cruciales de los receptores de este acido en el
proceso de morfogénesis [18]. Se demostro que el RA acelera la expresion de genes
especificos del corazén, promueve el desarrollo de los cardiomiocitos ventriculares y su
diferenciacioén, lo que indica que la senalizacion mediada por la RA tiene un papel importante
en la proliferacion y diferenciacion de los cardiomiocitos embrionarios [28—31]. La sefalizacidon
mediada por RA regula el patrén de los derivados del CCS a lo largo de los ejes anterior y
posterior [11]. Particularmente, mediante elementos de respuesta de RARE se regula la
expresion anteroposterior en el CCS de los genes Hox, determinando una subpoblacion de
células progenitoras cardiacas que mas tarde dara lugar a miocardio auricular y subpulmonar
[32,33]. La sefalizacion de RA activa otro marcador de células progenitoras cardiacas, el FT
Tbx5, que se expresa en el dominio posterior del CCS, asi como en el CCP, y se requiere para
activar genes especificos de las camaras, como los factores natriuréticos auriculares Ay B
(Nppa y Nppb del inglés natriuretic peptide precursor type A/B). La sefializacion de RA
especifica a las células que expresan Tbx5, progenitoras del CCP a un destino de células

venosas y auriculares [32].

Los miembros de la superfamilia TGF-B contienen mas de 30 factores de crecimiento

polipeptidicos relacionados estructuralmente, incluidos TGF-B, BMPs, Activina y Nodal, que

10
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desempefian un importante papel en el desarrollo embrionario, la diferenciacion celular y la
organogeénesis. Esta via se encuentra conservada en artropodos y vertebrados [11]. TGF-
envia sefales a través de sus receptores con actividad quinasa y mediadores rio abajo, como
por ejemplo Smads, que regulan una gran cantidad de procesos bioldgicos, entre ellos Smad4

que es central para la formacion de mesodermo cardiaco [11].

Varios estudios en vertebrados demuestran que al menos tres miembros de la familia BMP,
BMP-2, 4y 7, se expresan durante la cardiogénesis. BMP-2 se expresa en el endodermo lateral
mientras que BMP-4 y 7 se expresan en el ectodermo inmediato adyacente al mesodermo
precardiaco [18]. Las BMPs son indispensables para la gastrulacion y la formacion del
mesodermo primitivo en mamiferos. Asimismo, la activacidon de la via de senalizacion BMP es

importante para la diferenciacion del CCP y la maduracion del miocardio [11].

La Activina y el Nodal también son reguladores importantes de la gastrulacion, la linea primitiva
y la formacién del mesodermo/endodermo, asimetria del eje izquierda-derecha del cuerpo y
patrones posicionales en embriones tempranos y mas tarde, para la cardiomiogénesis. Un
estudio reciente en pez cebra reveld que el gen que codifica la subunidad A de Activina resulta
critico para la organizacion de la matriz extracelular localizada en el canal auriculoventricular,

facilitando la migracion de progenitores epicardicos al tubo cardiaco en desarrollo [11].

La via de sefializacion intercelular Wnt es una red de sefales cuyas funciones también se han
mantenido a través de la evolucion de las especies. La familia Wnt comprende un grupo de
genes de sefializacion que tiene una funcidn muy importante en la organogénesis, tiene 19
proteinas diferentes y 10 tipos de receptores Frizzled [11]. Este grupo de genes determina la
estructura interna de un 6rgano o la detencion del crecimiento cuando el érgano alcanzo su
tamano apropiado. Otras funciones en las que se involucra a estos genes incluyen la polaridad

celular, la reestructuracion celular y el desarrollo axial [18].

Existen dos vias Wnt: la candnica (dependiente de B-catenina) y la no candnica (independiente
de B-catenina) que involucran multiples ligandos. La funcion de la via Wnt candnica se ejerce a
través del complejo transcripcional activo B-catenina/TCF (del inglés T-cell factor) en el nucleo.
Antes de la gastrulacion, las sefiales de Wnt candnicas estan involucradas en las formaciones
de lineas primitivas, mesodermo y endodermo, mientras que después de la gastrulacién, una
proteina relacionada con Frizzled (sFRP) y Dickkopf1 (Dkk1) secretada por el endodermo
adyacente inhibe estas sefiales. Esta inhibicion espacio-temporal de la sefalizacion Wnt

canonica es esencial para una mayor especificacion cardiaca en el mesodermo. Las sefales
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activas de Wnt/B-catenina promueven la formacion de mesodermo y endodermo en la fase
temprana de la diferenciacion de células madres pluripotentes pero inhiben la miogénesis
cardiaca después de que el mesodermo se haya establecido [11]. La sefializacion Wnt candnica
regula especificamente la determinacién del CCS, pero no el CCP, y también juega un papel
importante en las etapas posteriores de la cardiogénesis embrionaria, que implica tanto la
proliferacion y el mantenimiento de los progenitores de CCS como la prevencion de su
diferenciacion. Estudios recientes proponen a ALPK2 (Alpha Protein Kinase 2) como uno de los
reguladores negativos de la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina y promotor de la

diferenciacion y maduracion [11].

La comprension molecular de la sefalizacion no candnica de Wnt todavia es rudimentaria vy,
por lo tanto, su cascada de senalizacion esta menos establecida y no existe a la fecha, un gen
indicador confiable de la sefalizacion no candnica [34], si bien se postula que esta via es
necesaria para la especificacion y diferenciacion cardiaca. En estudios realizado con ratones
knock-out para Wntb5a o Wnt1, se observaron alteraciones en el patron de las arterias faringeas
y defectos en el tracto de salida. Por el contrario, la sobreexpresion in vitro de Wnt11 promovid
la determinacion cardiaca y la diferenciacion de los progenitores cardiacos derivados de células

madre embrionarias murinas [11].

La via de senalizacién Hedgehog (Hh) esta integrada por mas de 12 genes, y mas que una via
unidireccional, estos genes conforman una red. En mamiferos se identificaron 3 miembros de
esta familia de proteinas que participan en el proceso de morfogénesis cardiaca [18]: Sonic
hedgehog (Shh), Indian hedgehog (Ihh) y Desert hedgehog (Dhh). En ratones se demostro que
la via de sefalizacion Hh esta involucrada en el establecimiento de la asimetria izquierda y
derecha, la vasculatura coronaria, la septacion auricular y la morfogénesis del tracto de salida
[11].

Los factores de crecimiento actuan principalmente sobre la proliferacién celular, aunque tienen
también otras funciones celulares como la diferenciacion, la supervivencia y la migracion. La
via de sefalizacion de FGF incluye mas de 20 ligandos y 4 receptores tirosin- quinasa
transmembrana y la mayoria de los miembros de esta familia desempefian roles importantes
como sefales paracrinas y enddcrinas en el desarrollo del corazén. Durante la diferenciacion
de células madre pluripotentes humanas, el FGF2 promueve especificamente la formacion de
precursores involucrados en la formacion del mesodermo. Se describieron alteraciones del

tracto de salida en un knock-out condicional del gen Fgf8 en ratones, lo que sugiere que la
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expresion mesodérmica de Fgf8 es esencial para la formacion de estructuras derivadas de
CCS. De hecho, Fgf8 regula la expresion de los genes Is/1 y Mef2c que son marcadores de
CCS. En el endocardio y en el epicardio murino se observa que Fgf9 y genes relacionados
como Fgf16 y Fgf20 se expresan en la mitad de la gestacion y contribuyen a la proliferacién y

maduracion miocardica [11].

Muchos de los sistemas de transduccidén de sefales usados por los factores de crecimiento
para transferir informacion hacia el nucleo y modular la transcripcién génica lo hacen a través
de la actividad de los FT [18]. Tres factores de transcripcion criticos para el desarrollo cardiaco
qgue se han estudiado ampliamente son Tbx5, Nkx2-5 y Gata4. Muchas de las estrategias para
la transdiferenciacion directa de fibroblastos en miocitos cardiacos dependen de estos factores,
y es ahi donde radica la importancia de estos factores para las principales redes
transcripcionales involucradas en la cardiomiogénesis [35]. Los estudios en Drosophila apuntan
a un circuito regulador que incluye a miembros de la familia de estos FT en conjunto con la via

de Wnt y miembros de la familia de los Tgf-f3 [36].

Las proteinas de la familia de los genes TBX posee un alto grado de conservacion filogenética,
tienen un dominio de unidén al ADN conservado -denominado T-box- y codifican FT que
intervienen en la regulacién del proceso de morfogénesis cardiovascular. Se observo que en
presencia de una delecion heterocigota del gen, la disminucidn de la expresion de TBX1 influye
de manera importante en la expresion génica inicial durante la morfogénesis cardiaca [37],
particularmente en la elongacion del tubo cardiaco en el polo anterior y en el mantenimiento de

las células precursoras mesenquimatosas para la formacion del tracto de salida y tabique.

NKX2-5 pertenece a un grupo de genes que codifican para FT con dominio homeobox (una
secuencia de 180 pares de bases conservada en diferentes especies), los cuales poseen un
papel importante en la regulacién de la expresion genética tejido-especifica esencial para la
diferenciacion tisular, asi como en la determinacion de patrones temporales y espaciales
durante el desarrollo. Estos FT resultan criticos para la formacion cardiaca en Drosophila, ya
gue su ausencia impide la formacién del asa y la diferenciacion de los ventriculos [27,37-39].
Asimismo, se demostr6 mediante ensayos de genes reporteros que Nkx2-5 interactua
fisicamente con Tbx5 y activa sinérgicamente la transcripcion de genes cardiacos [40,41], como
por ejemplo el Nppa, gen clave e indicativo del desarrollo cardiaco [39,42].

La familia de los FT GATA consta de seis proteinas: GATA-1-6. GATA-1-2-3 son reguladores

importantes de las células madre hematopoyéticas y sus derivados, mientras que los genes
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GATA-4, 5y 6 se expresan en varios tejidos derivados del mesodermo y endodermo. GATA-4
muestra un patron de expresion regulado en el desarrollo y especifico de tejido en ratones: el
ARNmM de GATA-4 se expresa en el corazon, intestino, gébnadas, higado, endodermo visceral y
endodermo parietal durante el desarrollo embrionario y fetal. Este FT es uno de los primeros
gue se expresa en las células cardiacas murinas en desarrollo y su expresion se mantiene en
los miocitos cardiacos a lo largo de la vida del animal. En contraste, GATA-5 se detecta en el
corazon, pulmones, cresta urogenital, vejiga y epitelio del intestino durante el desarrollo
embrionario. GATA-6, por su parte, se expresa en el endodermo visceral, corazén, pulmones,
cresta urogenital, células musculares lisas de los vasos sanguineos, tracto gastrointestinal
durante el desarrollo embrionario y fetal, mientras que en adultos se detecta en el miocardio,

aorta, tracto gastrointestinal y en menor medida en el higado y pulmones [43].

Se demostrd que las células madre embrionarias deficientes en GATA-4 tienen un potencial
reducido de diferenciarse en cardiomiocitos in vitro y presentan deficiencias parciales en su
capacidad para generar endodermo visceral y endodermo definitivo del intestino anterior.
Ademas, los ratones transgénicos con inactivacion del gen GATA-4 mueren durante el
desarrollo embrionario debido a que no se produce la morfogénesis ventral y la formacién del
tubo cardiaco. En los ratones deficientes en GATA-4, la diferenciacion de los cardiomiocitos no
se ve afectada y los genes rio abajo como Nppa se expresan normalmente. El defecto de
cardiogénesis en los ratones deficientes en GATA-4 puede ser resultado de un defecto
endodérmico temprano: la diferenciacion anormal y la migracion ventral de las células
endodérmicas impiden el movimiento concomitante de las células miocardicas, lo que lleva a
un cardias bifido [43].

Los ratones deficientes en GATA-6 mueren poco después de la implantacion debido a un
funcionamiento anormal del endodermo visceral y defectos en los tejidos extraembrionarios.
Ademas, la falta de GATA-6 parece evitar la generacion del epitelio bronquial derivado del
endodermo. En cuerpos embrionarios derivados de células madre embrionarias deficientes en
GATA-6, la diferenciacion anormal se acompana de niveles atenuados de ARNm de GATA-4,
lo que sugiere que GATA-6 puede regular la expresion de GATA-4 durante la diferenciacion
[43].

En conjunto, la expresion de GATA-4 parece ser indispensable para una diferenciacion

endodérmica adecuada y la morfogénesis ventral, pero no necesariamente para la
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diferenciacién de los cardiomiocitos, donde GATA-6 puede ser capaz de reemplazar a GATA-4
[43].

Otros FT que se conoce estarian involucrados en el desarrollo cardiacos son HAND1 y HAND2.
En estudios realizados en embriones de raton y de pollo se demostrd su presencia en los tubos
endocardicos primitivos. En etapas mas avanzadas de la morfogénesis cardiaca regulan la
determinacion del destino y la diferenciacion celular en muchos tejidos diferentes durante el
desarrollo embrionario [18].

Ademas de los estudios realizados en modelos animales, otros estudios realizados en
pacientes con CC en los que se buscaban variantes en el numero de copia (CNVs, por sus
siglas en inglés de copy number variants), permitieron identificar genes candidatos que
regularian genes criticos del desarrollo cardiovascular [39]. Se identificaron siete genes
candidatos PRKCB, HIRA, SOX2, ING2, TP63, BCL6 y PAX3 que intervienen en la via de union
a la cromatina, y entre los FT con efecto confirmado en la cardiogénesis se incluyen LBX1
(SKOR1), TBX1, EN1, SOX2 y PAX3.

Finalmente, los ncRNAs tienen una enorme influencia en una amplia gama de funciones
celulares, incluida la expresién génica. En particular, es bastante conocido el rol fundamental
que cumplen los micro RNAs (miRNAs, poseen 20-25 nucléotidos de longitud) en la biologia
cardiaca [44]. Otro tipo de ncRNAs, los largos (IncRNAs, poseen mas de 200 nucledtidos de
longitud) también participan en el desarrollo cardiaco y la homeostasis celular [45]. Estos tipos
de ncRNAs son reguladores importantes de la biologia cardiaca, incluida la identidad y la
diferenciacion del linaje. En algunos casos, regularian la arquitectura nuclear y pueden mediar
interacciones y bucles de cromatina. Como ejemplo podemos nombrar a Braveheart, que se
expresa desde principios de la embriogénesis. La pérdida de Braveheart durante la
diferenciacion de las células madre embrionarias de ratén da como resultado una reduccion
dramatica en la miogénesis. Estudios de transcriptdmica realizados sugieren que Braveheart
esta rio arriba de Mesp1 y controla la expresion de reguladores criticos de cardiomiogénesis,
incluyendo Hand1, Hand2, Nkx2-5y Tbx20 [46].

Fendrr es otro INcRNA que regula la cardiogénesis [47,48]. La delecion homocigota de Fendrr
produce letalidad embrionaria en ratones en los que se observa defectos de la pared corporal,
disfuncién e hipoplasia miocardicas. Este INCRNA se expresa en un subgrupo de células
progenitoras cardiacas, y en su ausencia, se observo que se expresan niveles inusualmente

altos de Gata6 y Nkx2-5, FT criticos para la morfogénesis de la pared corporal y el desarrollo
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cardiaco. Fendrr se une a los complejos PRC2 y TrxG sugiriendo que actua como modulador
de las modificaciones de histonas en los loci relevantes para la morfogénesis de la pared

corporal y cardiogénesis [47].

. La organizacion regulada de la cromatina en tres dimensiones dentro del nucleo, asi como las
interacciones de la cromatina con la periferia nuclear juegan un papel importante en la
regulacion de la funcidén celular y la estabilidad del linaje. Los ncRNA vy las interacciones
complejas entre el ARN y los FT reguladores de la expresion génica demandan enfoques
gendmicos de la biologia de sistemas para comprender las contribuciones relativas a los

fenotipos celulares [9].

.3 CARDIOPATIAS CONGENITAS

1.3.1 Generalidades y epidemiologia

Las CC son causadas por el desarrollo anédmalo del corazon durante el periodo embrio-fetal.
Abarcan un amplio espectro de anomalias que afectan la estructura de las cavidades cardiacas
y/o de los grandes vasos que van desde defectos sin significancia clinica relevante hasta
defectos complejos que amenazan la vida. La mayoria son toleradas durante la vida intrauterina
y se manifiestan después del nacimiento, cuando se pierde el contacto con la circulacién

materna [49].

Las CC son las anomalias congénitas mas comunes, seguidas de las anomalias de las
extremidades, las anomalias congénitas del rifidn y el tracto urinario y las anomalias del sistema
nervioso. Segun Pierpont y colaboradores, las CC afectan a aproximadamente 10 a 12 de cada
1000 recién nacidos vivos (1%-1.2%) [50]. Como no todos los individuos con CC son
diagnosticados tempranamente, su prevalencia real es dificil de estimar. Un trabajo en Canada
estima una prevalencia general es de 13.1 por cada 1000 nifios y 6.1 por cada 1000 adultos
[51]. También describen que la prevalencia de las CC aumenté un 11% en nifios y un 57% en
adultos de 2000 a 2010 [51]. Por su parte, un meta-analisis reciente da cuenta de una
prevalencia global de CC de 9.41 por cada 1000 nacimientos vivos, y también muestra un
aumento sustancial en las ultimas décadas [52,53]. El tipo mas comun es la comunicacion
intraventricular (CIV), que representa aproximadamente el 35% de las CC, seguido de la
comunicacion intraauricular (CIA) y el ductus arterioso persistente (DAP). La prevalencia de
estas lesiones "leves" (defectos que generalmente tienen un impacto hemodinamico y clinico

menos significativo) ha aumentado en las ultimas décadas segun los autores, debido

16



CAPITULO I - INTRODUCCION

probablemente a ciertos avances que permiten una deteccion mas precisa, mientras que las

lesiones "graves" muestran una tendencia relativamente constante en su prevalencia [52,53].

Histéricamente, la supervivencia de la mayoria de los pacientes recién nacidos y de los
lactantes con CC era baja debido a las escasas opciones de tratamiento. Sin embargo, esta
situacion se modificd con la primera derivacion sistémica de la arteria pulmonar realizada por
Taussig y colegas en 1945 [54]. Desde entonces y gracias a los avances en cirugia y cardiologia
intervencionista, hoy en dia mas del 85% de estos pacientes llegan a la edad adulta con vida
[55]. Si bien se observan fallecimientos entre los lactantes que presentan CC -en especial para
los recién nacidos con bajo peso incluso aun después de la intervencidon quirurgica [56]-
actualmente la mayoria de los pacientes sobreviven hasta la edad reproductiva [57]. Se estima
que hay aproximadamente 50 millones de pacientes adultos con CC en todo el mundo y se
espera que su prevalencia aumente en forma sostenida hasta 2050, lo que implica la necesidad

de un asesoramiento preciso sobre el riesgo de recurrencia [55].

Si bien las presentaciones clinicas y la gravedad de las enfermedades del corazon dependen
de sus tipos o subtipos, la mayoria de los nifios con CC presentan retraso del crecimiento, tos,
infecciones del pecho a repeticién, dificultad para respirar, intolerancia al ejercicio y coloracion
azulada de las membranas mucosas (cianosis) [58]. Las CC pueden ocurrir como un defecto
de nacimiento aislado o en conjunto con anomalias extracardiacas, incluyendo rasgos
craneofaciales anormales, otras AC, anormalidades en el desarrollo y/o retraso en el
crecimiento. De hecho, se estima que la frecuencia general de anomalias extracardiacas,
incluyendo retraso neurocognitivo, oscila entre el 20% y el 44% en los individuos con CC
[56,59].

A partir de datos recopilados de un sistema de vigilancia poblacional, Miller y colaboradores
reportaron que entre los nifios y recién nacidos con CC, el 71.3% presentaba una cardiopatia
aislada, el 13.5% presentaba un patron no definido de anomalias congénitas multiples (ACM),
el 13.1% tenia sindromes especificos y el 2.0% presentaba defectos de lateralidad. La
proporcion de ACM se encontraba dentro del rango descripto en otros estudios epidemiolégicos,
en donde se reportaban que oscilaban del 5.9% al 14.1% [60]. A su vez, diversos estudios
estiman que el riesgo general de recurrencia es del 3 al 9% [61-64], con una variacidn segun
la malformacién en cuestidn, lo que indicaria que algunas malformaciones poseen un mayor

componente hereditario que otras [62,65—-69].
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1.3.2 Clasificaciones de las cardiopatias congénitas

Existen diversas clasificaciones de las CC que tienen en cuenta distintos factores y utilizan
distintos criterios de clasificacion [70]. Es posible realizar una clasificacién en base a la clinica,

segun los mecanismos de patogénesis o en forma genérica

1.3.2.1 Clasificacion clinica

Desde el punto de vista clinico, una de las clasificaciones mas usadas es aquella que considera
si la CC es aciandticas o cianéticas [71]. Son llamadas asi debido a la coloracion azulada de la
membrana mucosa que caracteriza clinicamente a los defectos cardiacos ciandticos
provocados por un aumento del nivel de hemoglobina desoxigenada que se corresponde con
un suministro deficiente de oxigeno a los tejidos corporales. Las CC ciandticas se consideran
las formas mas graves de las CC [72]. Este tipo de clasificacion propuesta por la Society of
Thoracic Surgeons National Congenital Heart Surgery Database Committee, 2000 (Shanley y

col., 2007), se muestra en la Tabla 1.

1.3.2.2 Clasificacion segun mecanismos de patogénesis

Se pueden clasificar a las CC de acuerdo a las alteraciones que ocurren en algunos de los

siguientes mecanismos que intervienen en el desarrollo del corazon:

e Migracion de tejido mesenquimal
e Hemodinamia cardiaca
e Muerte celular

e Matriz extracelular

Estas alteraciones, ya sea en forma independiente o en conjunto poseen un rol preponderante

en la causa de las malformaciones cardiacas [73].
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CAPITULO I - INTRODUCCION

National, Congenital Heart Surgery Database Committee, 2000

Cardiopatias
congénitas
acianéticas

Con desviaciones del
flujo sanguineo de
izquierda a derecha

Comunicacion interauricular (CIA)

Comunicacion interventricular (CIV)

Defecto del canal auriculoventricular completo (CAVC)

Ventana aortopulmonar (Ventana AP)

Ductus arterioso persistente (DAP)

Con lesiones
obstructivas del lado
izquierdo

Coartacion de la aorta (CoA)

Estenosis adrtica congénita

Interrupcion del arco adrtico (I1AA)

Estenosis mitral

Cardiopatias
congénitas
cianéticas

Lesiones asociadas
con disminucion de la
circulacion pulmonar

(desviacion de derecha
a izquierda)

Tetralogia de Fallot (TDF)

Estenosis de la valvula pulmonar (EP)

Con septo ventricular
intacto (AP/SVI)

Atresia pulmonar (AP)
Con comunicacion
interventricular (AP/CIV)

Atresia tricuspidea

Anomalia de Ebstein (AE)

Lesiones asociadas
con incremento de
circulacién pulmonar
(mezcla de sangre
completa)

Con septo ventricular

Transposicion de grandes intacto

vasos (TGV) Con comunicacion

interventricular (TGV/CIV)

Doble salida del ventriculo derecho (DSVD)

Conexion venosa pulmonar anémala

Trunco arterioso persistente (TAP)

Fisiologia de un
ventriculo

Sindrome del corazén izquierdo hipoplasico (SCIH)

Doble entrada del ventriculo izquierdo (DEVI)
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1.3.2.2.1 Migracién de tejido mesenquimal

Durante el desarrollo embrionario temprano del corazoén, el material celular disponible no es
suficiente para completar la morfogénesis [74], por lo que se requiere la contribucion de grupos
de células adicionales para lograr una formacion completa del 6rgano. Estos grupos de células
provienen del tejido mesenquimal de los arcos branquiales y estan involucrados en el desarrollo
del corazon. Especificamente, se demostro que las células del 4to y 6to arco branquial izquierdo
contribuyen de manera asimétrica a la region posterior septal del tracto de salida en desarrollo
del corazén. En cambio, las células del 4to y 6to arco branquial derecho contribuyen al septo
que separa el lumen de las arterias aorta y pulmonar [75]. También, se demostré que la mayor
parte del tejido de la region conotroncal del corazén se forma a partir de la migracion de tejido
mesenquimal hacia esta area. Particularmente, durante las etapas tempranas de la formacion
del asa cardiaca, las células que forman parte del saco aodrtico al finalizar la morfogénesis

cardiaca forman una porcion del ventriculo derecho [76].

La disminucion de la velocidad de migracion y la muerte celular pueden resultar en un espectro
de morfologias cardiacas anormales, entre ellas la doble salida de ventriculo derecho [77]. A su
vez Kirby y colaboradores, describieron que la remocion de una porcién occipital de la cresta
neural en embriones de pollo puede dar lugar a malformaciones similares al tronco arterioso, a

la doble salida de ventriculo derecho y también a hipoplasia de timo [78].

Algunas de las CC causadas por alteraciones en la migracion son las anomalias del tracto de
salida del corazébn que son anatdmicamente clasificadas como malformaciones
conotroncales. La patogénesis de estas malformaciones esta relacionada a anomalias en el
tejido mesenquimal y/o a la migracion de células de la cresta neural. Estas malformaciones
pueden ocurrir aisladas o en asociaciéon a otras anomalias cardiacas. El espectro de
malformaciones conotroncales humanas varia desde la separacién de los anillos valvulares
aortico y mitral, hasta la ausencia completa de tabicacién del polo de salida del corazén (Tabla
2).

Las células de la cresta neural migran en etapas. Mientras que la disrupcion de uno de los
grupos de células de la cresta neural podria afectar solo el desarrollo cardiaco, la disrupcién de

grupos de células adyacentes podria resultar en anomalias cardiacas y faciales [79].
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Tabla 2: Anomalias conotroncales

Tipo de anomalia conotroncal

'Comunicacion interventricular subadrtica (tipo 1) (sCIV)

'Ventana aortopulmonar (VAP)

'Doble salida del ventriculo derecho (DSVD)

Tetralogia de Fallot (TDF)

'Transposicién de grandes vasos (tipo D) (TGV)

'Tronco arterioso (TA)

'Interrupcic’m del arco adrtico -tipo B

Atresia pulmonar con comunicacion interventricular (AP-CIV)

La evidencia en humanos que conecta las malformaciones conotroncales con anomalias de
migracion del tejido de la cresta neural o arcos branquiales anormales surge del analisis de
sindromes de arcos branquiales como por ejemplo el sindrome de Goldenhar o displasia-6culo-
auriculo-vertebral (OMIM: 164210). Este sindrome presenta un amplio espectro de anomalias
congénitas que abarca las estructuras derivadas de los dos primeros arcos branquiales, que se
encuentra frecuentemente asociado con asimetria facial y anomalias cardiacas, con una mayor
prevalencia de cardiopatias congénitas conotroncales (CCC) [80,81]. Otro ejemplo es el
sindrome de DiGeorge (SDG, OMIM: 188400) que incluye anomalias de los tejidos derivados
del tercer y cuarto arco branquial como el timo y las glandulas paratiroideas, y que presentan
ademas anomalias faciales y cardiacas. Entre las anomalias cardiacas, alrededor del 80-95 %
son del tipo conotroncales [82,83]. El sindrome de CHARGE (OMIM: 214800) presenta atresia
de coanas, coloboma, anomalias cardiacas, retraso mental e hipoplasia genital. Las CCC mas
frecuentes en pacientes con los sindromes mencionados presentan son la Tetralogia de Fallot
(TDF), la interrupcion del arco adrtico (IAA) y la atresia pulmonar con CIV (AP-CIV) [84,85].

De destacar es que algunos sindromes inducidos por teratdgenos como la isotretinoina y la
talidomida, también presentan anomalias conotroncales entre ellas TDF, trasposicion de
grandes vasos (TGV) y doble salida de ventriculo derecho (DSVD) [86,87]. Los mecanismos
subyacentes de las acciones teratogénicas de la talidomida siguen siendo controvertidos. Se
sugiri6 que la droga afecta multiples tejidos al involucrar un proceso global como la
angiogeénesis, posiblemente a través de su impacto en el citoesqueleto de actina de las células
endoteliales en rapida proliferacion y al prevenir su migracion [88]. Es posible, por lo tanto, que
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la talidomida tenga un papel en la migracion celular provocando anomalias cardiacas ademas

de las que se observan en las extremidades [79].

1.3.2.2.2 Hemodinamia cardiaca

El sistema cardiovascular provee sustento al embridbn mientras atraviesa diversos cambios
morfologicos [89,90]. De acuerdo con la hipotesis del “modelado del flujo sanguineo”, en la que
el flujo sanguineo tiene un efecto morfogénico, los tabiques cardiacos se forman en el punto de
menor flujo y resistencia entre las corrientes. Estas fuerzas hemodindmicas serian las
responsables de la formacion de las camaras cardiacas y de las valvulas [79,91,92]. El flujo
sanguineo y la sobrecarga hemodinamica determinan la seleccion del arco aortico, el volumen

de la camara y el tamano del orificio de la valvula.

1.3.2.2.a Mecanismos de alteracion de la hemodinamia

Después de la tabicacion ventricular, el corazén funciona como un circuito en paralelo.
Pequefios cambios en la resistencia en una parte del circuito desvian la sangre de esa rama
hacia la otra. Dos puntos de resistencia variables, el conducto venoso y el canal auricular (CA),
estan presentes en las etapas tardias del desarrollo embrionario y fetal. Cada conducto
responde a prostaglandinas e inhibidores de prostaglandinas. Dado que la resistencia vascular
es proporcional al radio, pequefios cambios en el calibre del CA tendrian un gran efecto sobre
la porcion del flujo sanguineo. Una disminucion transitoria del radio del CA aumentaria la
resistencia y disminuiria el flujo sanguineo del corazdn derecho. La obstruccion del conducto a
largo plazo puede producir AP con tabique ventricular intacto o estenosis pulmonar (EP). Los
eventos extracardiacos e intracardiacos también pueden alterar el equilibrio del flujo sanguineo
intracardiaco y las infecciones intrauterinas pueden alterar las paredes vasculares cambiando
la proporcion del flujo sanguineo. Algunas malformaciones cardiacas congénitas pueden ser
consecuencia de cambios en un lecho vascular que esta alejado del corazén y del que no
quedan indicios luego del nacimiento [93]. Asimismo, se ha sugerido que la asociacién entre
CC y las membranas del cuello en el sindrome de Turner puede estar relacionada con la

compresion aodrtica extrinseca de los vasos linfaticos dilatados [94].

1.3.2.2.b Cardiopatias causadas por alteraciones en la hemodinamia.

En la Tabla 3 se lista un grupo de anomalias congénitas del corazdn que estarian relacionadas

a patrones de flujo anormal de sangre
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Tabla 3: Malformaciones relacionadas a hemodinamicas cardiacas alteradas

Malformaciones asociadas a alteraciones de la hemodinamia

Coartacion de aorta sin comunicacion interventricular (COA)

Sindrome del corazoén izquierdo hipoplasico (SCIH)

Estenosis de la valvula adrtica (EA)

Interrupcion del arco aértico -tipo A (IAA-A)

Comunicacién interauricular (CIA)

Atresia pulmonar sin comunicacion interventricular (AP)

Comunicacion interventricular perimembranosa (tipo II) (CIV-ii)

La alteracion de la distribucion del flujo sanguineo intracardiaco puede ser responsable de la
hipoplasia del corazén izquierdo y derecho. En el utero, la mayor parte del flujo sanguineo hacia
el corazén izquierdo atraviesa el tabique auricular a través del foramen oval (FO). Por lo tanto,
la relacion FO/tabique auricular se utiliza como indice del flujo sanguineo transatrial. Esta
relacion es mas pequefa de lo normal en corazones con coartacion de aorta (CoA) o estenosis
aortica (EA) y mas grande de lo normal en corazones con EP, AP o CIA [95]. Estas
observaciones sugieren que el volumen de flujo sanguineo transauricular se correlaciona
directamente con el sitio y la gravedad de la lesion cardiaca. La CIA seria una consecuencia
del aumento del flujo sanguineo transatrial que agranda el FO y erosiona la valvula. La
reduccion severa del flujo sanguineo del corazén izquierdo conduciria a un corazon izquierdo
hipoplasico. Una disminucidn transitoria del flujo sanguineo a través de la valvula aértica puede
resultar en una apertura parcial de las valvas aodrticas y una fusion subsecuente produciendo

una valvula aodrtica bicuspide.

Otro ejemplo es la CIV perimembranosa que puede ser consecuencia de un desequilibrio del
flujo sanguineo intracardiaco que afecta al corazén antes de completar la tabicacion ventricular.
Durante la separacion de las cdmaras ventriculares, un aumento del flujo sanguineo del corazén
izquierdo puede deformar las relaciones espaciales normales de los tabiques muscular y
conotroncal, lo que da como resultado un defecto del tabique ventricular membranoso [79].

1.3.2.2.3 Muerte Celular

El desarrollo del corazén implica una compleja interaccion entre la division celular, la migracion

celular, la elaboracién de matriz extracelular y la muerte celular. En este proceso, la muerte
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celular es responsable de moldear y remover el tejido cardiaco, lo que es particularmente

importante en la formacion de las valvulas cardiacas y el tabique trabecular.

Investigaciones realizadas por Pexieder [96] demostraron que el patron de muerte celular se ve
alterado por farmacos teratogénicos y alteraciones en el flujo sanguineo intracardiaco. De
hecho, la fuerza hemodinamica puede tener un papel clave en el moldeado del miocardio, lo

gue sugiere una conexion entre la fuerza hemodinamica y el moldeado del corazon [79].

Algunas CC pueden estar relacionadas con anomalias en la muerte celular. Por ejemplo, se ha
sugerido que los defectos del tabique ventricular muscular se deben a una muerte celular
excesiva que conduce a la perforacion del tabique. Ademas, la malformacion de Ebstein, que
es una falla en la separacién de la valvula tricuspide de la pared ventricular, también estaria

relacionada con anomalias en la muerte celular [79].

1.3.2.2.4 Defectos de Ia matriz extracelular

En las estructuras individuales del corazén se producen cambios espaciales y temporales
importantes en la composicion de la matriz extracelular (ME) a medida que éstas se desarrollan,
remodelan y maduran. En los tejidos cardiacos en desarrollo se encuentran representantes
todas las clases de macromoléculas de la ME, entre ellas, el hialuronano o acido hialurénico
(AH), proteoglicanos, colagenos, elastina, fibrilina, tenascina, fibronectinas y lamininas. Si bien
los roles especificos de muchas de estas moléculas aun no se han dilucidado completamente,
la importancia de otras se ha revelado mediante la vinculacion genética con enfermedades

congénitas en humanos y/o mediante estudios en modelos animales [97].

Los glicosaminoglicanos (GAG) son cadenas de polisacaridos que consisten en unidades de
disacaridos de aminoazucar y acido urénico repetitivas. Hay cuatro clases de GAG, el mas
abundante en el corazon en desarrollo es el AH. Las enzimas UDP-N-acetilglucosamina-1-
fosfato uridiltransferasa y UDP-glucosa deshidrogenasa son necesarias para la sintesis de los
bloques de construccidn del AH. Una variante de secuencia en la UDP-glucosa deshidrogenasa
en pez cebra produce la malformacion de las almohadillas auriculo ventriculares (AV) y
alteracion en el patron de expresidon génica en el miocardio AV [97].

Las otras tres clases de GAG son sulfato de condroitina/sulfato de dermatan (CS/DS), heparan
sulfato (HS) y sulfato de queratina. Estos GAG se encuentran en la ME del corazén unidos a

proteinas nucleares de proteoglicanos. A diferencia de los otros GAG, el AH se sintetiza en la
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membrana plasmatica y no se une a una proteina nuclear. El AH forma parte de una matriz
pericelular que proporciona un entorno hidratado que facilita la proliferacion y movilidad celular.
En el corazén en desarrollo, el AH se encuentra en la gelatina cardiaca, y a medida que avanza
el desarrollo, en los tejidos derivados de las almohadillas AV, tractos de salida y en las valvulas
en formacion. EI AH también esta presente en el mesénquima epicardico y en el espacio
intersticial que rodea a los cardiomiocitos de las estructuras miocardicas en el corazén [97].

El AH es importante para el desarrollo del corazén de mamiferos. El tratamiento de embriones
de rata cultivados con hialuronidasa resulta en la pérdida de la gelatina cardiaca, formacién
anormal de las almohadillas endocardicas, adelgazamiento de la pared del miocardio ventricular
y alteracion del rendimiento ventricular [97]. Resultados similares se hallaron utilizando ratones
knock-out del hialuronano-sintasa 2 (Has2). EIl ARNm de HasZ2 se expresa normalmente en las
células miocardicas y endocardicas, pero a medida que se desarrolla la uniéon AV, la expresién
se restringe virtualmente al endocardio y el mesénquima de las almohadillas endocardicas del
canal AV y tractos de salida. Los ratones knock-out de HasZ2 son incapaces de producir AH lo
que conduce a una letalidad embrionaria. Los embriones nulos de Has2 se caracterizan por
malformaciones cardiacas graves que incluyen miocardio delgado y desarrollo deficiente de las
almohadillas AV [97].

A pesar de que los estudios en el corazén aviar y murino muestran claramente la importancia
del AH en el desarrollo cardiaco, hasta el presente, no hay estudios publicados que demuestren

que su insuficiencia esta asociada con enfermedades cardiacas congénitas en humanos.

1.3.2.3 Clasificacién genérica

En el 2002 el “International Congenital Heart Surgery Nomenclature” propuso un sistema de
clasificacion genérico [98]. De acuerdo con esta clasificacion, las CC se dividen en hipoplasicas,

defectos de obstruccion, defectos septales y defectos ciandticos.

En la hipoplasia, el desarrollo de un lado del corazon es defectuoso, lo que hace que solo el
otro lado sea capaz de bombear sangre. Dependiendo del lado afectado, se puede llamar
sindrome del corazon izquierdo hipoplasico (SCIH) o sindrome del corazén derecho hipoplasico
(SCDH). Ademas de otros sintomas, la cianosis también ocurre en la hipoplasia. Esta condicion

es rara, si bien, es el tipo mas grave de CC.
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Cuando las valvulas, venas o arterias del corazdén son muy estrechas o estan bloqueadas, se
producen CC debido a estos defectos de obstruccion como, por ejemplo, EA, CoA 'y EP, junto
con algunos tipos raros, como la estenosis subadrtica y la estenosis de la valvula aodrtica
bicuspide. Los sintomas de los defectos de obstruccidn son principalmente hipertension o

agrandamiento del corazon [70].

En los defectos del tabique, existe un problema en la formacion del tabique entre las auriculas

y los ventriculos, son las CC mas frecuentes, en particular las CIV seguidas de las CIA.

Finalmente, los defectos ciandticos son defectos que presentan conexion venosa andmala,
como TAP, TDF y TGV [70].

También podemos clasificarlas a las CC en complejas o simples segun si se encuentran en
conjunto con otro defecto cardiaco o no [70], segun si se presentan 0 no asociadas a defectos
congénitos extracardiacos (aisladas o asociadas), segun criterios genéticos (sindrémicas y no
sindromicas), segun prondstico (criticas, potencialmente criticas y no criticas) [18]. Por su parte,
Hoffman y Kaplan proponen una clasificacion basada en la gravedad del defecto congénito [99].

Las CC también pueden agruparse en funcion de la naturaleza estructural del defecto cardiaco
[100,101], los patrones de flujo sanguineo resultantes [102], los riesgos de recurrencia familiar
observados [63,103,104] y los genes de susceptibilidad compartidos [103]. A menudo se
clasifican en categorias como lesiones del lado derecho, lesiones del lado izquierdo, defectos
conotroncales, defectos de lateralidad y defectos septales aislados. Las lesiones del lado
derecho incluyen SCDH, anomalia de Ebstein y AP. Las lesiones del lado izquierdo incluyen
valvula adrtica bicuspide, EA, CoA y SCIH. Los defectos de lateralidad incluyen heterotaxia
(HTX), defecto del canal auriculoventricular completo (CAVC), anomalia total del retorno venoso
pulmonar (ATRP), TGV, dextrocardia y situs inversus. Los defectos del tabique aislados
incluyen a la CIA 'y CIV [100].

1.4 ETIOLOGIA DE LAS CARDIOPATIAS CONGENITAS

Como ya se mencionara, las alteraciones en el desarrollo del corazén dan como resultado una
variedad de CC. A pesar de los avances en técnicas moleculares, las causas moleculares y los

mecanismos subyacentes de las CC siguen siendo objeto de debate [24,52,56].
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Existe consenso en que las CC son el resultado de factores genéticos y ambientales, aunque

algunos autores consideran que la contribucion genética seria predominante [52,70].

Los principales factores ambientales claramente identificados (factores de riesgo no genéticos)
representan a aproximadamente el 10% de las CC. Los mas estudiados incluyen las
condiciones de salud materna como la obesidad y la diabetes mellitus, el consumo de alcohol
por parte de la madre, el tabaquismo materno, la exposicion materna a ciertos medicamentos
durante el embarazo (antidepresivos, anticonvulsivantes y antiarritmicos), la fiebre materna
durante el primer trimestre (que posiblemente se correlaciona con el efecto teratogénico de

diferentes microorganismos), el tabaquismo paterno y la edad avanzada del padre [52].

Las contribuciones genéticas representarian el 90% restante, y si bien mas de la mitad de las
CC no tienen una etiologia identificada, es probable que en un futuro cercano las mismas
puedan explicarse mediante interacciones gen-gen, interacciones gen-ambiente y herencia

poligénica, motivo por el cual, la etiologia de las CC aun se investiga intensamente [52].

La mayoria de los casos de CC son esporadicas y de ellas, una gran proporcién se explica por
eventos genéticos de novo y sin bien se distinguen también casos de herencia mendeliana,
éstos representan una proporcion menor de todas las CC [70,105]. Se describié una alta
incidencia de CC en algunas poblaciones con una alta tasa de consanguinidad, lo que sugiere
un posible papel de variantes raras que se expresan en forma recesiva [106]. Por su parte, en
diferentes estudios realizados en mellizos, se observé una mayor tasa de concordancia de CC
en mellizos monocigéticos que en mellizos dicigoticos [107]. Varios estudios familiares indican

un riesgo elevado de recurrencia entre hermanos que oscila entre 3.4y 79.1 [70,108].

Entre los factores genéticos, las anomalias cromosdmicas -que implican la pérdida o ganancia
de cromosomas completos (aneuploidia) o cambios estructurales de las regiones
subcromosdémicas- son la primera causa reconocida de las CC y se detectan entre el 8% vy el
13% de todos los pacientes con CC [50,52,70]. La frecuencia de hallazgos citogenéticos
patoldgicos visibles en el cariotipo es aun mayor (del 17-22%) en fetos en donde se visualizan
anomalias en la ecografia cardiaca [59]. Debido a la pérdida o ganancia de un cromosoma
completo, un gran numero de genes estan desregulados, lo que da lugar a efectos graves y
pleiotrépicos sobre el desarrollo [70] e implican, generalmente, enfermedades multiorganicas
en las que la cardiopatia es solo parte de la afectacion general. De hecho, Hartman y
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colaboradores estudian una cohorte de 547 pacientes con CC con anomalias citogenéticas y
practicamente todos (~98%) tenian malformaciones extracardiacas [109].

La CC es una manifestacion importante de muchos sindromes que involucran aneuploidias: se
presenta del 40 al 50% de los pacientes con trisomia 21, del 20 al 50% en la monosomia del X
y casi en el 100% de los pacientes que presentan trisomia 13 y trisomia 18 [70,110-114].
Ademas, la pérdida o ganancia del material genético -mas precisamente la dosis alterada de
muchos genes- afecta en gran medida la viabilidad, como lo demuestra la incidencia de CC del
33 al 42% en los fetos diagnosticados prenatalmente, en comparacion con la incidencia de solo
el 9 al 18% de CC en recién nacidos [115].

Aunque las CC que se deben a aneuploidias cubren una amplia gama de fenotipos, hay algunas
lesiones que se asocian de manera mas frecuente con anomalias cromosdmicas especificas,
como por ejemplo defectos del tabique AV en la trisomia 21. En estudios realizados en
pacientes con trisomias parciales del cromosoma 21, se observo que los loci DSCAM (molécula
de adhesion celular SD) y COL6A2 (colageno tipo VI) estarian relacionados a las CC

observadas en este sindrome [116].

Otro tipo de anomalias las constituyen las variaciones en el numero de copias o CNVs. Las
CNVs son anomalias estructurales (perdidas o ganancias) de secuencias de ADN
subcromosdmicas, cuyo tamano oscila entre 1 Kb y varias Mb. Si bien existen CNVs comunes
en la poblacion general, algunas pueden ser patogénicas, y tanto éstas como las benignas,
pueden ser heredadas u ocurrir de novo debido a una recombinacién incorrecta que se produce
durante la meiosis. Las repeticiones en bajo numero de copia (LCR, low copy repeats) y los
transposones presentes en todo el genoma actuan como templados para la formacion de CNVs
[117].

Si bien las CNVs no constituyen una parte mayoritaria de las causas de las enfermedades
genéticas, en la actualidad estan bien caracterizadas varias CNVs involucradas en diferentes
patologias. Para algunos sindromes, el cuadro clinico puede incluir el desarrollo de CC debido
a que se encuentra alterada la dosis de genes contiguos. De hecho y en lineas generales, las
CNVs son mas frecuentes en aquellos pacientes con CC que poseen alguna otra malformacion
extracardiaca [59]. Diversos estudios dan cuenta de la presencia de CNVs patogénicas del 3 al
30% en pacientes que presentan una CC como parte de un sindrome, y del 3 al 10% entre

pacientes con CC aislada [52,59].
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Como ejemplo podemos nombrar una delecion de 3 Mb en el brazo largo del cromosoma 22,
Del22g11. Es la microdelecion patogénica humana mas frecuente, y se caracteriza porque los
pacientes presentan un fenotipo variable que en algunos casos incluye CC, rasgos faciales
caracteristicos, inmunodeficiencia, hipocalcemia, deformaciones del paladar y trastornos del
neurodesarrollo. Esta delecion explica alrededor del 15% de los casos de nifios que nacen con
TDF [70] y entre un 13 y un 18% de los pacientes con cardiopatias conotroncales [70,118-120].
Si bien en esta CNV estarian afectados mas de 30 genes, a partir de estudios de secuenciacion
se postula que el fenotipo de la CC estaria relacionado principalmente a la hemicigosis del gen
TBX1. Este FT es crucial para la proliferacion celular en el CCS [121]. Otra CNV relacionada a
CC que incluye un gen cuyo rol es conocido en el desarrollo del corazén en modelos animales,

es una delecion en 8p23 que contiene el FT GATA4 [122].

En los ultimos afios varios estudios realizados en grandes cohortes de pacientes con CC dan
cuenta de la presencia de varias CNVs recurrentes asociadas con la patologia, asi como de
muchas CNVs raras y de novo asociadas a CC especificas (en general CC aisladas/no
sindromicas). Por ejemplo, se han descrito grandes CNVs de novo en lesiones del lado

izquierdo, TDF y otros casos esporadicos [123,124].

El analisis de CNVs puede proporcionar informacion sobre genes no identificados previamente
y el esclarecimiento posterior de su papel en la progresion de las CC, como fue el caso en su
momento del gen TBX7 (involucrado en el sindrome de Del22g11 nombrado previamente) o del
gen CHD7 en 8q12.1, involucrado en el sindrome CHARGE [125]. Teniendo en cuenta los
genes que se encuentran involucrados en estos desbalances, el analisis de CNVs permite
ademas identificar redes de desarrollo y vias biolégicas. Por ejemplo, un estudio de CNVs
realizado en una cohorte de 2500 pacientes con CC mostré6 que los genes de la via de
sefalizacion de NOTCH-WNT estaban afectados. Si bien el rol de la via de sefalizacién de Wnt
en el desarrollo cardiaco como regulador de la proliferacién y diferenciacion celular era conocido
en organismos modelo, este estudio proporciond la primera evidencia de esta via de
sefalizacion en humanos [123] . De hecho, se estima que la contribucién de la CNVs a la
causalidad de las CC seria mas frecuente de lo que se conoce actualmente porque las
metodologias de identificacion tienen limitaciones inherentes a la sensibilidad 6ptima de cada
una [126].

Actualmente, el método por excelencia para iniciar los estudios moleculares de patologias de

deleciones o duplicaciones conocidas, es la Amplificacion Multiple de Sondas dependiente de
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Ligacion (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification o MLPA). Es una técnica
cuantitativa que permite la identificacién tanto de deleciones como de duplicaciones y se suele
utilizar como primera aproximaciéon en CCC analizando la regidén 22q11 y otras regiones
implicadas en este tipo de CC. Otra técnica utilizada para detectar CNVs, es la hibridacion
gendmica comparada por microarreglos de ADN o array-CGH (comparative genomic
hybridization). Esta metodologia permite una valoracion de todo el genoma en su conjunto para
la busqueda de microdeleciones y microduplicaciones gendmicas en comparacion con una

muestra de referencia.

En alrededor del 5 al 20% de los pacientes, la aparicién de la CC seria el producto de la
alteracion en un unico gen [127-130]. Se estima que el 8% de los casos son atribuibles a

variantes heterocigotas de novo mientras que el 2-3% se deben a variantes heredadas [101].

Muchas de estas variantes se asocian a sindromes monogénicos como el de Marfan, Smith-
Lemli-Opitz, Ellis-van Creveld, de Holt-Oram, Noonan, entre otros. Sin embargo, algunas
variantes puntuales en determinados genes pueden conducir también a la aparicion de CC
aisladas donde unicamente esta afectado el corazén. El primer gen en el que se asocié la
presencia de variantes deletéreas fue NKX2-5[131,132]. Hoy por hoy, y a pesar de que la lista
de genes implicados en CC es dinamica, se estima que hay alrededor de 400 genes asociados
a CC e incluso mas si se tienen en cuenta los estudios realizados en ratones genéticamente
modificados [26,52,129,133,134]. Generalmente, corresponden a genes involucrados en la
regulacion de la transcripcidon, en las vias de transduccion de sefales o bien con proteinas
estructurales cardiacas, Algunos ejemplos son los genes NKX2-5, NKX2-6, GATA4, GATAS,
GATAG, IRX4, TBX1, TBX20, TBX5, NOTCH1, NOTCH2, ELN, CRELD1, VEGFA, TBX1, ISL1
entre otros [52,125,135-138].

La presencia de variantes patogénicas en genes que codifican FT, transductores de
sefalizacion celular y modificadores de cromatina pueden interferir con la especificacion,
diferenciacion y patrones de tipo celular importantes en el desarrollo del corazén, lo que causa
perturbaciones en la estructura y funcién del 6rgano. Como muchas de las proteinas codificadas
por estos genes funcionan sinérgicamente o estan conectadas por redes funcionales, esto
sugiere que una amplia red de interaccidn se relaciona con el desarrollo de la enfermedad
[133,139]. La presencia de variantes en genes especificos puede ser abordada mediante la
amplificacion de la region de interés seguida de secuenciacion de Sanger. Actualmente, y con

el numero creciente de genes involucrados, la denominada secuenciacion masiva (SM) se
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aplica para la identificacion de variantes en genes conocidos o bien para determinar genes

nuevos relacionados a las CC.

La SM, también llamada paralela o de siguiente generacién (next generation sequencing),
establece un salto de varios 6rdenes de magnitud en la cantidad de genes que pueden ser
estudiados en simultaneo. Mediante esta metodologia es posible analizar el genoma completo,
las secuencias codificantes del mismo (exoma), o bien un conjunto de varios genes candidatos
implicados en una patologia, o que se conoce como secuenciacidon masiva dirigida (panel). De
manera similar, los estudios gendmicos de asociacion (GWAS, por sus siglas en inglés
Genome-wide association study) involucran la comparacion de variantes genéticas de
diferentes individuos dentro de la poblacion a los efectos de proponer si alguna/s variante/s se
asocia/n con un determinado rasgo. También puede utilizarse para detectar multiples factores
de riesgo genéticos que contribuyen a las CC al comparar individuos afectados y no afectados
[140]. Siendo las CC un grupo heterogéneo de enfermedades, los estudios de GWAS brindan

también una idea de su etiologia [141].

Es interesante destacar que a partir de los estudios genéticos en diferentes genes involucrados
en CC, se observa que una misma variante patogénica puede originar diferentes
malformaciones cardiacas, asi como variantes deletéreas en genes diferentes pueden causar
el mismo tipo de malformacion cardiaca [125]. En conjunto, esto da como resultado una
expresividad variable donde los sujetos con las mismas variantes pueden exhibir diferentes
fenotipos, 0 una penetrancia incompleta donde algunos individuos con una variante patogénica
conocida pueden inclusive no tener la enfermedad. La interaccion gen-ambiente suma un factor
mas a la complejidad de la etiologia de las CC y contribuye a explicar esta variabilidad [70]. En
ciertos casos, variantes idénticas en diferentes individuos pueden no producir el mismo
fenotipo, dependiendo, entre otros factores, del contexto genémico, el ambiente uterino fetal o
la cardiomecanica individual [70]. Como resultado, las CC tienen en gran parte patrones de
herencia no mendeliana y se describen mejor como mediadas por genética compleja [142].

Como se describio previamente, el desarrollo del corazon es un proceso altamente complejo
que involucra una serie de eventos moleculares, celulares y morfolégicos coordinados para
generar un organo funcional. Este proceso es regulado por una amplia variedad de genes que
actuan en diferentes etapas del desarrollo. La pesquisa de variantes puntuales en genes

asociados a cardiopatias congénitas resultaria imposible de realizar en su totalidad mediante
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un unico analisis debido a la variedad de causas etiologicas y a la cantidad de genes implicados

en el desarrollo, diferenciacion y funcionamiento del corazon.

Alteraciones en la expresion o funcion de estos genes puede llevar a la aparicion de CC, que
pueden ser leves o graves, segun la naturaleza y la gravedad de la variante genética. Por lo
tanto, la identificacién y el estudio de los genes implicados en el desarrollo del corazén son
fundamentales para entender las causas de estas patologias y para desarrollar nuevas

estrategias terapéuticas.

Recientemente, gracias a los avances en el campo las nuevas tecnologias de secuenciacion y
a la disminucion en sus costos, las tecnologias de SM se han transformado en una rapida,
certera y costo-efectiva alternativa diagndstica. Los estudios de paneles y secuenciacion de
exoma completo son las estrategias de SM mas implementadas en el campo de la medicina en
la actualidad. La utilizacion de técnicas de analisis masivos a nivel genbmico permite una mejor
comprensién de la diversidad genética en las CC y abre nuevas posibilidades para el

diagndstico y tratamiento personalizado de estas patologias.

La comprension de las causas hereditarias nos proporciona una idea de la base biologica de
CC, permite la definicion de riesgo de enfermedad como punto de partida para la prevencion,
asi como comprender la biologia del desarrollo del corazoén. El estudio de la etiologia de las CC
es esencial porque puede predecir los resultados clinicos, conocer los riesgos genéticos
reproductivos y detectar factores de riesgo genéticos dentro de las familias. Ademas, es
importante investigar la correlacidn genotipo-fenotipo, ya que nos brinda la oportunidad de
predecir el prondstico, desarrollar y aplicar terapias oportunas. Por ejemplo, algunas CC pueden
causar hipertension pulmonar (HTP) por diversos mecanismos [143,144]. El tratamiento de la
HTP asociada a CC se enfoca en abordar tanto la anomalia cardiaca subyacente como la HTP.
En algunos casos, es necesaria una cirugia o un procedimiento intervencionista para corregir
la CC y mejorar el flujo sanguineo hacia los pulmones. Ademas, es posible prescribir
medicamentos para dilatar los vasos sanguineos pulmonares, reducir la presiéon arterial y
mejorar la funcién cardiaca. Ciertos tipos de variantes estan asociados con su rapido desarrollo
como aquellas en el gen BMPR2, para las cuales se observdé un mayor riesgo de desarrollar
HTP en pacientes con CC. Estos hallazgos resaltan la importancia de evaluar el perfil genético
de los pacientes y considerar el riesgo genético al disefiar estrategias terapéuticas

personalizadas.
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Descubrir una patogénesis genética de las CC es cada vez mas relevante desde el punto de
vista clinico. Para el médico que atiende a un nifio 0 a un adulto con esta afeccién existen al

menos 4 razones importantes para determinar la causa genética [50]:

1. evaluar los riesgos de recurrencia para la descendencia del individuo con CC, asi como
la descendencia de los padres u otros parientes cercanos;
evaluar las afecciones extracardiacas asociadas;
evaluar el riesgo de retraso en el desarrollo neurolégico en recién nacidos y lactantes;
proporcionar un pronostico mas preciso para la CC y los resultados de las intervenciones

relacionadas con las mismas.
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1.1 MARCO TEORICO

Hoy en dia los paises de bajos y medianos ingresos aun se enfrentan a las llamadas
enfermedades de la pobreza. Sin embargo, las enfermedades crénicas y los trastornos con
base total o parcialmente genética representan también un problema de salud publica [145].
Dentro de estas entidades estan incluidas las AC que constituyen todas las condiciones
potencialmente patoldgicas (morfolégicas y/o funcionales) que se originan antes del nacimiento
y que incluyen los desérdenes causados por factores genéticos, ambientales, mixtos o
desconocidos y que pueden ser evidentes desde el nacimiento o manifestarse mas tardiamente
en la vida. Teniendo en cuenta la prevalencia al nacimiento y al diagnostico de patologias
funcionales de aparicién mas tardia (ceguera, sordera, discapacidad intelectual, entre otros), la
prevalencia de AC a los 5 afos es de aproximadamente el 8% y explican la mayor parte de las

internaciones en hospitales pediatricos [146].

Como se nombro previamente, en Argentina se estima una prevalencia de AC morfologicas
detectadas al momento del nacimiento del 1.82% (reporte 2022 RENAC) [5]. Las AC
incrementaron su importancia relativa en la mortalidad infantil (MI), pasando a ser en nuestro
pais su segunda causa y explicando el 27.94% de las defunciones en menores de 12 meses
de vida [147]. Las CC son las AC mas frecuentes, representando un tercio de estas anomalias
[5]. Su prevalencia al nacimiento en el periodo 2009-2018 fue de 4.92 por 1000 nacimientos, y
para las CC severas, de 1.15 por 1000 (RENAC comunicacién personal). En nuestro pais, las
CC constituyen una de las principales causas de muerte prenatal, neonatal e infantil y de
morbilidad en edad pediatrica [148]. Hacia el afo 2013 nacian aproximadamente 700000 nifios
por aino y de ellos, 6.100 presentaban CC (Programa Nacional de Cardiopatias Congénitas,
2013). Actualmente se reportan 7000 nacidos con CC por afio [149].

Los defectos cardiacos pueden ocurrir en el contexto de malformaciones multiples o, como en
la mayoria de los casos, de forma aislada. Si bien un gran numero de los recién nacidos con
una CC no presentan una causa etioldgica conocida para la malformacién, tanto para casos
sindrédmicos como para los aislados se ha reportado recurrencia familiar, consistente con la

influencia genética en el desarrollo de la patologia [70,108].

En las ultimas décadas la genética clinica ha adquirido una gran relevancia como consecuencia
de los avances en el desarrollo de las técnicas diagnodsticas, las cuales tienen un enorme

impacto en la practica médica y han permitido un progreso notable en la definicion de sindromes
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genéticos y deteccion de portadores, asi como también, en la prevencion, tratamiento y
diagnostico prenatal de los mismos. A pesar de la demanda asociada a la prevalencia de la CC,
la oferta de diagndstico genético de las mismas en nuestro sistema de salud a nivel publico es
deficiente. Por ejemplo, considerando que una de las causas genéticas mas frecuentes de la
CC controncales es la delecion 22q11, el estudio de la misma deberia formar parte de los
algoritmos diagnésticos. Sin embargo, sélo muy pocos hospitales ofrecen el diagndstico de esta
delecion sin costo para el paciente. Este diagndéstico tampoco forma parte de un estudio
sistematico de las causas etiologicas de las CC, probablemente por falta de informacién al
respecto y/o por escasos recursos en el sistema de salud. De hecho, el diagnostico de la
delecion 22q11 se realiza, en general, mediante la aplicacion de la técnica de hibridacion in situ
fluorescente (FISH), que resulta muy costosa para ser implementada en el analisis de un
numero elevado de pacientes, a diferencia del costo-beneficio que resulta de aplicar, por
ejemplo, el abordaje por MLPA [150]. Mas aun, no era de nuestro conocimiento que se haya
abordado, hasta el inicio de este trabajo de tesis, el analisis de otras anomalias gendmicas

como causa etioldgica de las CC en pacientes de nuestra poblacion.

En este contexto, nos propusimos un algoritmo de trabajo que nos permitiera estudiar a los
pacientes comenzando por las alteraciones mas frecuentes o previamente identificadas, para
luego continuar profundizando la busqueda de la alteracién genética, basandonos en las
metodologias y recomendaciones internacionales. En la primera parte del proyecto de tesis, se
estudiaron las posibles causas cromosdmicas de CC conotroncales por técnicas de citogenética
clasica, luego se investigo la presencia de la Del22g11, la CNV de presentacién mas comun, y
se prosiguio con la busqueda de otros desbalances reportados en la literatura. Avanzando con
el trabajo de tesis, ampliamos la inclusién a pacientes que presentaban todo tipo de CC,
implementamos la busqueda de CNVs en todo el genoma (luego de analizar la Del22g11 en
CC conotroncales) mediante la técnica de array-CGH en un grupo de pacientes con al menos
otra anomalia mayor. Finalmente, y dado que esta bien determinado que el desarrollo de las
CC es heterogéneo con diversos y multiples genes implicados, analizamos la presencia de
variantes de secuencia en un conjunto de genes implicados en CC mediante técnicas de SM

en un grupo seleccionado de pacientes.
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1.2 HIPOTESIS

Existen variantes de secuencia genética y desbalances gendmicos cuyo potencial patogénico
para la generacion de ciertos defectos estructurales del corazén aun no ha sido determinado.
El andlisis de genes candidatos y de regiones gendmicas en muestras de ADN proveniente de
pacientes con cardiopatias congénitas permitira identificar estas variantes y asi incrementar el

conocimiento acerca del rol de estos genes en la patologia.

1.3 OBJETIVOS

11.3.1 Objetivo General

Identificar anomalias cromosdémicas, desbalances gendmicos y variantes de secuencia

potencialmente deletéreas en recién nacidos y en nifios afectados con CC de nuestra poblacion.

11.3.2 Objetivos Especificos

1. Estimar la proporcion de nifios con CC que presentan anomalias cromosomicas

desbalances genomicos u otras variantes genéticas.

2. Si se detectaran desbalances gendmicos o variantes de secuencia no descriptos

previamente en la literatura, plantear su posible relacién con la afeccion.

3. Describir su posible relacion con el fenotipo clinico.
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Ill.1 ASPECTOS ETICOS

Todas las investigaciones realizadas en este trabajo se llevaron a cabo de acuerdo con los
principios expresados en la declaracion de Helsinki. Para todas las muestras incluidas, se
solicité la firma de un consentimiento informado por escrito del individuo (Ver modelo en el
ANEXO |). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Centro Nacional de Genética
Médica (CNGM), Buenos Aires, Argentina (Acta # 14, 16 de septiembre de 2013).

lll.2 MUESTRAS

La recoleccién de muestras de pacientes se realizé en dos etapas consecutivas que llamaremos

grupo Ay B.

lll.2.1 Grupo A
Se estudiaron 80 pacientes de hasta 16 afios con CC conotroncales (CCC) reclutados en el

periodo comprendido entre mayo 2013 y mayo 2014 pertenecientes a los siguientes hospitales:

Hospital Ciudad
1. Hospital de Nifios Castelan Resistencia, Chaco
2. Hospital Castro Rendon Neuquén, Neuquén
3. Hospital Arturo Onativia Salta, Salta
4. Hospital Sor Maria Ludovica La Plata, Pcia. de Buenos Aires

Todos los pacientes fueron evaluados por un médico genetista y un cardidlogo. Para cada
paciente se complet6 una ficha clinica detallada (Anexo Il), que en forma codificada fue volcada
en una planilla unificada.

Criterios de inclusion:

Pacientes que presentaban CCC aislada o asociada a una o mas anomalias congénitas
mayores y/o menores de etiologia no conocida.

Criterios de exclusion:

Pacientes que presentaron diagndstico clinico compatible con un diagndstico sindromico

especifico (Ej: Trisomia 21, Sindrome Williams, etc.).

Se previd como posible sesgo la inclusion predominante de pacientes que presentaron

anomalias mayores o menores asociadas a la Del22g11. A fin de evitar este sesgo, la inclusion
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al estudio se realizé6 a partir de la deteccién de la cardiopatia congénita en los centros
participantes.

Algoritmo de analisis:

Los pacientes que cumplian con los criterios de inclusion fueron evaluados por médicos
genetistas en una entrevista clinica. De cada paciente se extrajo una muestra de sangre
periférica en 2 condiciones:

1) una parte anticoagulada con EDTA para estudios moleculares (MLPA) y

2) una parte anticoagulada con heparina para estudios citogenéticos de cariotipo y FISH.

A todos los pacientes se les realiz6 en paralelo los siguientes estudios:

e un analisis de cariotipo,

e MLPA con los kits P250 y P424,

e hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Todas las muestras que no presentaron una variante clinicamente relevante mediante los
estudios anteriores fueron incluidas en el analisis de posibles variantes de secuencia en las
regiones codificantes del gen NKX2-5 mediante secuenciacion de Sanger. Para un caso
particular que poseia antecedentes familiares relacionados a la patologia (SA12) se realiz6 un
analisis de secuenciacion de exoma y a continuacion un array-CGH. En la Figura 6, se presenta

un esquema general de trabajo.

40



CAPITULO Ill - MATERIALES Y METODOS

PROVINCIAS ARGENTINAS
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Figura 6 Algoritmo de andlisis del grupo A. MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification; FISH: Fluorescent in situ Hybridization

1ll.2.2 Grupo B
Se estudiaron 254 muestras de recién nacidos o de nifios hasta 16 anos con cardiopatias
congénitas (CC) en el periodo comprendido entre junio 2015 y septiembre 2019 pertenecientes

a los siguientes hospitales:

Hospital Partido
1. Hospital Presidente Peron Avellaneda
2. Hospital Dr. Pedro Avellaneda
3. Hospital Especializado Materno Infantil de Agudos Ana
Goitia Avellaneda
4. Hospital Interzonal De Agudos Evita Lanus
5. Hospital Zonal General de Agudos Dr. Narciso Lépez  |Lanus

6. Hospital Luisa C. de Gandulfo

Lomas de Zamora

7. Hospital Materno Infantil Oscar Alende

Lomas de Zamora

8. Hospital Zonal General de Agudos Mi Pueblo

Florencio Varela

9. Hospital Dr Arturo Ofativia

Almirante Brown
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Hospital Partido

10. Hospital Zonal General de Agudos Dr. Lucio Meléndez |Almirante Brown

11. Hospital Evita Pueblo Berazategui

12. Hospital Isidoro Iriarte Quilmes

13. Hospital Subzonal Materno Infantil Dr. Eduardo Oller  [Quilmes

14. Hospital Zonal General de Agudos Dr. Alberto Antranik

Eurnekian Ezeiza

15. Hospital Municipal Santamarina Esteban Echeverria

16. Hospital Materno Infantil Ramén Sarda Ciudad Auténoma de Buenos Aires
17. Hospital De Nifios Sor Maria Ludovica La Plata

18. Hospital Municipal Materno Infantil de San Isidro San Isidro

Todos los pacientes fueron evaluados por un médico genetista y un cardidlogo. Para cada

paciente se complet6 una ficha clinica detallada (Anexo Il), que en forma codificada fue volcada

en una planilla unificada.

Criterios de inclusion:

pacientes que presentaron:

e CC aislada o asociada a una o mas anomalias congénitas mayores y/o menores de etiologia
no conocida.

e CC asociada a una o mas anomalias congénitas mayores y/o menores de etiologia no
conocida que presentaban una anomalia cromosdmica pero que no explicaba el fenotipo,
0 con anomalias cromosOmicas en los que era necesario definir con mas precision la
identidad de esa anomalia.

e CC asociada a una o mas anomalias congénitas mayores y/o menores de etiologia no
conocida en la que no fue posible realizar el estudio citogenético por ausencia de muestra
o por fracaso de la técnica.

Criterios de exclusion:

e Fetos muertos.

e Presencia de ductus en recién nacidos menores a 37 semanas de gestacion o de foramen
oval.

e Pacientes cuyos padres o representantes legales no otorgaron el consentimiento para
participar en el estudio.

e Diagndstico clinico de trisomia 21.
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e Anomalia cromosdmica detectada por estudios citogenéticos que se correspondiera con el
fenotipo (trisomia 18, trisomia 13, etc.).
Algoritmo de analisis:
Los pacientes que cumplieran con los criterios de inclusion se extrajo una muestra de sangre
periférica anticoagulada con EDTA para estudios moleculares.
A todos los pacientes que presentaban CC conotroncales y aquellos con sospecha de sindrome
de DiGeorge (SDG) se les realizd un analisis de MLPA con el kit P250. Aquellos pacientes sin
desbalances detectables por MLPA o que no poseian criterios de inclusion para este analisis,
fueron reagrupados en conjunto con los médicos genetistas para organizarlos segun si poseian
un fenotipo compatible con una causa génica/sindromica o si tenian un fenotipo que sugiriera
un posible desbalance genémico.
Los pacientes con sospecha de un sindrome génico fueron estudiados por SM y aquellos con
sospecha de desbalance gendomico por array-CGH. Si fuera necesario, los estudios se
completaron mediante otras técnicas (secuenciacion de Sanger, array-CGH o SM)
Las variantes halladas por SM se confirmaron por secuenciaciéon de Sanger y en los casos en
que se dispusiera de las muestras de los padres -y si asi lo consintieron- se analizé la
segregacion familiar. En forma analoga se procedié para aquellas CNVs de significado incierto
y/o patogénicas en caso de requerir el analisis de muestras parentales.
En un caso particular, se estudiéo una muestra de liquido amniético a partir de la sospecha de
la presencia de la misma anomalia congénita de una hermana fallecida incluida en este estudio.
La muestra fue tomada al realizarse la puncion de rutina para el estudio citogenético prenatal.
En el caso particular de esta muestra posterior a la extraccion de ADN se realiz6 un analisis de
VNTRs (ver en I11.7.1.2. Amplificacion de VNTRs) para descartar la posibilidad de contaminacién
con células maternas.

En la Figura 7 se presenta un esquema general del trabajo para este grupo de pacientes.
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igura 7: Algoritmo general de trabajo para los pacientes del grupo B. CC Cardiopatia congénita. OA: Otras
anomalias, SDG: Sindrome de DiGeorge. MLPA: Multiplex Ligation- dependent probe amplification. SM:
Secuenciacién masiva. A la derecha, mapa de la region sanitaria VI de la Provincia de Buenos Aires con
los hospitales incluidos en el proyecto.

I11.3 TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

1ll.3.1 Extraccidén de sangre

Segun el grupo de estudio de cada paciente se extrajeron una o dos muestras de 0,5 a 5 mL
de sangre periférica:

1) anticoagulada con EDTA al 5% para estudios moleculares (grupo Ay B)

2) anticoagulada con heparina para estudios citogenéticos de cariotipo y FISH (s6lo grupo A)

1ll.3.2 Extraccion de liquido amnidtico
En algunos casos especificos, se realizd una toma de liquido amnidtico (LA) para realizar los
estudios. Para tal fin, se extrajeron 15 mL de LA mediante puncion en la semana 28 de

gestacion con jeringa Terumo seca y estéril.

Il.4 EXTRACCION DE ADN

1ll.4.1 De sangre periférica
Se tomaron 5 mL de sangre periférica y se colocaron en un tubo Falcon de 15 mL (para
volumenes menores se realizé en cantidades proporcionales a la muestra obtenida). Se agregé

solucion de lisis RBC (de las siglas en inglés de red blood cell), hasta llenar el tubo. Las
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muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 rpm (radio: 8 cm). Los lavados con RBC
y la centrifugacion se repitieron hasta que la solucion no tuviera coloracion roja. Una vez
obtenido un pellet limpio, se descarté el sobrenadante. Luego se agregaron 3 mL de buffer TEN
(Tris-EDTA-NaCI) para resuspender el pellet. Se adicionaron 20 yL de Proteinasa K (20 mg/mL)
y 200 yL SDS 10 % o 100 pL de SDS 20%. Se incub6 durante toda la noche (ON) a 37°C con
agitacion. Luego de la incubacion, se agregoé 1 mL de NaCl 5M y se mezcl6 vigorosamente. Se
centrifugd la solucién durante 10" a velocidad maxima. El sobrenadante se pasé a un tubo de
15 mL y se agregaron 2 volumenes de etanol 100%. Se agité la mezcla hasta que el ADN
estuviese completamente precipitado. El ADN se extrajo de la solucion con una pipeta de vidrio.
Luego se sumergio la pipeta en etanol 70 % (3 veces) y se dejo secar hasta que el ADN se
torno transparente. EI ADN se resuspendié en buffer TE (Tris-EDTA) o agua destilada a 37°C
ON, de manera de obtener una concentracion de aproximadamente 50 -100 ng/uL. La solucion
de ADN asi obtenida se cuantifico por espectrofotometria a 260/280 nm (1 OD = 50 pg/mL).
Una relacion 260/280 mayor a 1.7 se considerd6 como adecuada para los estudios.

Véase la preparacion de soluciones en el ANEXO lIl.

11l.4.2 De liquido amniético

Para una mejor extraccion de ADN se procedio a realizar un cultivo celular. Brevemente, se
homogeneiz6é suavemente el contenido de la jeringa por inversion y se dividié la muestra en 2
tubos Falcon de 15 mL estériles. Se centrifugaron 30 min a baja velocidad (1000-1200 rpm
radio: 8 cm). Se descarto el sobrenadante por volcado dejando aproximadamente 2 mL y se
resuspendio el pellet.

Se procedié a la siembra del pellet resuspendido en 3 frascos de cultivo estériles (Cell culture
Flask 25cm2, Plug CAP, Tissue Culture Treated). El volumen resuspendido de uno de los
Falcon de 15 mL se sembré en un frasco con 3 mL de Amniomax: (BIO_AMF tm -
2:AmnioMAX™—|| Complete Medium con gentamicina y L- glutamina). El volumen resuspendido
del otro Falcon de 15 mL se sembré en 3 mL de medio F10 con 1 mL de Suero fetal bovino
(SFB). Se incubaron los frascos a durante 1 semana a 37°C, 5% CO:2. Al 7° dia se procedi6 a
la observacién en microscopio invertido para evaluar evolucion del cultivo (células adheridas,
formacion de colonias, células que no se adhirieron, hematies y/o posible contaminacion.)

Se realizé un cambio de medio respetando la combinacion original en cada frasco. Al dia 14 se
procedi6 a cosechar las muestras: se precalent6 a 37°C 5-6 mL de solucién hipotdnica de citrato
de Na al 0,7% y 1 mL de tripsina Versene para la cosecha. Se trasvasé el sobrenadante a un

tubo Falcon de 15 mL rotulado con el N° de cultivo. Se agrego al frasco de cultivo 0.5 mL de
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tripsina Versene y se dejo reposar 1'30” al calor del mechero para luego observar al microscopio
si se despegaron las colonias. Se enjuago el frasco con el sobrenadante para frenar la accion
de la tripsina y se volvio a trasvasar todo el contenido al Falcon de 15 mL. Se centrifugd 20" a
1000 rpm (radio: 8 cM). Finalmente se descarté el sobrenadante.

Las muestras se centrifugaron durante 15" a velocidad maxima, se retir6 el volumen
sobrenadante con pipeta pasteur y se descartd. Se agregaron 1.2 mL de solucion fisiolégica
(SF), se mezclé por inversién cuidadosamente y se centrifugd durante 15" a velocidad maxima.
Se descarto el sobrenadante con pipeta pasteur y se repitié el lavado. Se agregaron 400 uL de
WCLB ( 10mM de Tris-HCI, 10mM EDTA y 50 mM NaCl) y 2 pyL de proteinasa K y se incubé ON en
bano de agua a 55°C.

Se prepararon 4 tubos eppendorf de 1.5 mL rotulados (LA, descarte 1, 2y 3). En el tubo LA se
coloco la muestra incubada ON y se agregan 400 L de fenol equilibrado a pH 8, se mezclo por
inversion 8 y se centrifugé 8" a 8000 rpm (radio: 8 cm).

Se retiro el liquido de la fase de abajo con una jeringa y se paso al tubo eppendorf 1 (se cambid
todas las veces de aca en adelante la aguja). Se agreg6 200 pL de fenol y 200 uL de Fenol-
Cloroformo-Alcohol Isoamilico (24:1) al eppendorf LA. Se dejo reposar en posicion oblicua 8,
luego se centrifugd 8 a 8000 rpm (radio: 8 cm). Se volvio a retirar el liquido de la fase de abajo
y se paso al tubo eppendorf 2. Se repitid el procedimiento y se pasoé la fase superior al tubo
eppendorf 3.

Al eppendorf 3 se le agregaron 800 uL de etanol al 100% y 37,8 uL de NaCl 4N, se mezcld por
inversion hasta ver precipitar el ADN. Se tomo el ADN con pipeta pasteur y se pasé a un nuevo
tubo eppendorf y se agreg6é 700 pL de etanol 70%. Se dejo reposar 15" y se centrifugd 1" a
1500 rpm (radio: 8 cm). Se descart6 el sobrenadante y se dejé secar y para luego agregar 50
pL de buffer TE.

Véase la preparacién de soluciones en el ANEXO IIl.

Il.5 ESTUDIOS CITOGENETICOS Y DE FISH

En el caso del grupo A, los cultivos de linfocitos para estudios citogenéticos fueron realizados
en los laboratorios de cada hospital de origen.

En todos los casos, se establecié un cultivo de corto término a partir de linfocitos de sangre
periférica estimulados con fitohemaglutinina y tratados con colchicina, segun los métodos
desarrollados en cada laboratorio y se determiné el cariotipo de cada paciente luego del analisis

en promedio de 25 metafases.
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Para la técnica de FISH se analizdé la Del22q11 mediante el kit comercial con sondas
fluorescentes LS| DiGeorge/VCFS region (Tuple1) (Vysis, Downers Groove, IL, USA). En el
caso de las muestras de Chaco y Neuquén se enviaron al CNGM los precipitados de células

obtenidas luego del cultivo de linfocitos para la realizacion del estudio de FISH.

.6 ESTUDIOS DE MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION
(MLPA)

1ll.6.1 Fundamentos de la técnica

La técnica de MLPA esta disefiada para analizar microduplicaciones y microdeleciones en
regiones especificas del genoma relacionadas con diferentes patologias. Brevemente, el MLPA
utiliza dos hemisondas para cada region a analizar las cuales hibridan de modo adyacente entre
si, dejando s6lo un nick entre ambas. Las hemisondas cuentan con una regién especifica
complementaria a la secuencia de interés y una region complementaria a primers universales,
uno de los cuales esta marcado con un fluoréforo. Ademas, una de las hemisondas contiene
una secuencia de longitud variable o stuffer, la cual permite diferenciar los productos de
amplificacion de cada regién por tamafo.

Esta técnica consta de 3 pasos principales: i. la hibridacién de las sondas, ii. su ligacion y iii. la
PCR de los oligonucledétidos ligados. Unicamente seran amplificadas las sondas que se ligaron
y, por ende, aquellas que fueron capaces de hibridar. Los productos de PCR son analizados
por electroforesis capilar en un analizador de fragmentos que permite separar las diferentes
regiones en estudio de acuerdo al peso molecular de cada amplicon. Finalmente, el numero de
copias de cada region en estudio se determina mediante la comparacion relativa de la altura de
los picos. En la mezcla de sondas se incluyen varias sondas que hibridaran a regiones sin
desbalances que conjuntamente con la inclusion de individuos controles (es decir que no
poseen desbalances en la region analizada) que se analizan en paralelo, serviran para

normalizar y establecer la presencia o no de duplicaciones o deleciones.

1ll.6.2 Metodologia

Para cada ensayo de MLPA se midio la concentracién de ADN de cada muestra a analizary 3
referencias de ADN de individuos controles. Se prepararon diluciones (con agua destilada de
ampolla apirégena y estéril) para llevar las muestras y las referencias (controles) a una

concentracion final de 20 ng/uL. Se homogeneizaron con vortex y se centrifugaron. Se tomaron
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5 uL y se desnaturalizaron 5" a 98°C y luego se bajé la temperatura a 25°C. En este momento
se agrego a cada tubo, 3 uL de la siguiente mezcla de hibridacion que se proveen en el kit:

Salsa MLPA buffer 1.5 uL

Mix de sondas 1.5 uL

Para el analisis de pacientes con sospecha de CC conotroncales o SDG la mix de sondas
utilizadas fueron las de los kits P250-B1 o P250-B2 (MRC-HOLLAND, The Netherlands).

En el grupo A, se analizaron las muestras de 40 pacientes con el kit MLPA SALSA P424 que
posee sondas para otras regiones asociadas a CC no contempladas en P250. Por otro lado, se
utilizaron los kits P70 y P36 que poseen sondas subteloméricas para corroborar desbalances

hallados por otra técnica o para confirmar/descartar sospechas clinicas en casos especificos.

Una vez agregada la mezcla se continu6 el programa en el ciclador 1" a 95°C y después a 60°C
entre 16 y 20 hs. Pasado este tiempo, se preparé la mezcla de ligacién incorporando primero
los buffers de ligacion con el agua, luego se homogenizd con vortex y finalmente se agrego la

ligasa 65.

Condicion por tubo:

Ligasa A Buffer 3ul
Ligasa B Buffer 3ul
H20 25ul
Ligasa 65 1l

Se bajo la temperatura a 54°C para agregar los 32 ul de la solucion de ligacidn mezclando por
pipeteo un minimo de 15 veces por tubo. Luego se mantuvo la temperatura en 54°C 15 min,

seguidos por 5 min a 98°C; luego la temperatura se mantuvo a 25°C.

A continuacion, se prepar6 la mezcla de amplificacion que contiene los cebadores (que son

comunes a todos los fragmentos) agua y polimerasa.
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Condicion por tubo:

H20 7.5yl
Primer mix 2ul
Salsa polimerasa 0.5ul

Se sacaron los tubos del ciclador para luego agregar la mezcla de amplificacion. A continuacion,

se configuro la tapa del ciclador a 105°C, para luego iniciar el programa de amplificacion.

Las condiciones de los ciclos de amplificacion fueron las siguientes: 35x (95°C 30", 60°C 307",
72°C 6077), 72°C 207, 15°C .

Visualizacion de los fragmentos amplificados

Se prepardé una placa de 96 pocillos con una mezcla de electroforesis conteniendo las muestras

a analizar, buffer de corrida y un marcador de peso molecular fluorescente

Condicién por pocillo:

Producto de PCR 0.7 pl

LIZ GS 600 (marcador | 0.3 pl
de peso molecular)

HiDi formamida 9 ul

Previo a la electroforesis capilar, la placa fue sometida a 95°C 3, 4°C 2°. La corrida
electroforética se realizé en un secuenciador Applied Biosystems 3500 Series Genetic Analyzer
con un voltaje y tiempo de inyeccidon de 1600 volts 157".

Analisis de resultados: La

La presencia de delciones y duplicaciones se realizé utilizando el software Coffalyser,
desarrollado por la empresa MRC- Holland ( https://www.mrcholland.com/technology/software

/coffalyser-net)

I11.7 ANALISIS DE VARIANTES EN GENES Y REGIONES DE INTERES

Los genes y regiones de interés fueron amplificados por PCR (Polymerase Chain Reaction)
para el posterior estudio de variantes puntuales por secuenciacion de Sanger o el analisis de

VNTR (numero variable de repeticiones en tandem), a saber:
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e Estudio de variantes de secuencia en el gen NKX2-5.

e Estudio de variantes de secuencia en el gen TBX1 para confirmar delecion detectada en una
sola sonda por MLPA.

e Confirmacion de variantes halladas mediante SM en pacientes y familiares disponibles para
evaluar segregacion.

e Estudio de contaminacion de ADN materno en muestra prenatal de liquido amniético

mediante analisis de VNTRSs.

11l.7.1 Amplificacién por PCR

1ll.7.1.1 Regiones de interés para posterior secuenciacion

En la Tabla 3 se describen los cebadores utilizados y las condiciones de amplificacién de los
fragmentos amplificados para posterior secuenciacion de Sanger. Se utilizaron concentraciones
estandares de dNTPs (25mM) en los casos que no fueran incluidos en el buffer de la polimerasa,

cebadores F y R 10mM, 1uL de templado (ADN) y el volumen final de reaccion fue de 50uL.

Tablas 3: Cebadores utilizados para los fragmentos a secuenciar.

Cebador Secyen’cia Tamano Tgm.pera.t’ura de
(5'a3) (pb) hibridacién (°C)
NKX2.5-1F AAACTGCTCATCGCTCCTGT
NKX2.5-1R CTGAGTTTCTTGGGGACGAA o3 >
NKX2.5-2F GAAAGTGGAGTCTGGGATCG 381 53
NKX2.5-2R GCCTCTGCTCCTCAACAAAC
NKX2.5-3,1F CCAGAGCATCACCTGGTTTT 795 50,2
NKX2.5-3.1R CGAGTCCCCTAGGCATGG
NKX2.5-3.2F GTGCTGAAACTCACGTCCAC 751 61
NKX2.5-3.2R GAGCTCAGTCCCAGTTCCAA
EP300-E31-F CTCCCAAATCAGGCCCAGTC 661 60
EP300-E31-R TCCCAGTGCACACTTGAACC
MYH11-E26-F TAAGGTGCTGTTCATCGGGA
MYH11-E26-R GAACAGGGTCGAGAAGGCTT 49 ®0
MYH7-E7-9-F CTGATTTGAGGCTTGCTGGT
MYH7-E7-9-R CACCTAGCCATGCAGAGACA 28 ®0
MYH7-E21y 22F |AGGTAGGAAGGAGGCAGGAG 370 55
MYH7-E21y 22R  |CAGGGTTGTGGGAAGTGAAG
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Cebador Secyen’cia Tamano Tgm.pera.t’ura de
(5a3’) (pb) hibridacién (°C)
MYH6-F GAAAAGGGAAAGCAGGTACA 581 55
MYH6-R TGGTCTGCTCCATGTTCTTCT
VEGFA-E1-F TCCAACTTCTGGGCTGTTCT
VEGFA-E1-R CCCTGCACCTAAGACGACAG 595 59
TBX1-E7F CTAGGGAACCCGCTCTGTTC
TBX1-E7R CCGGCCCTACCTTTCTCC 092 %0
RAF1-e7F AGCCTAAGTGCCAATCATGG
RAF1-e7R CCCACACCAAAACTAAACTGC o10 >
PTPN11-E3F CGTTCCTTGGGTTTCTTTCA 417 55
PTPN11-E3R TCACAAGCCTTTGGAGTCAG
PTPN11- E8-9-F TGGACTAGGCTGGGGAGTAA 671 62
PTPN11- E8-9-R ACAAATCCATGGAGCCAAGA
PTPN11-E12F TCTGTCCAACCAGCACTCTG
PTPN11-E12R CCAGACTGTTTTCGTGAGCA 456 %
COL5A1-E61F TACAGGGGTCTCTGCCATTC
COL5A1-E61R CTGTTCTTCTCAGGGCCAAT 414 %9
MYBPC3-E23F GGTCCCGTGACAAAGCTAGA
MYBPC3-E23R TTGTCGAGTGGCTGAATGAG 449 %9
F-KAT6Be18 CAGAAATCTCCACGGAAAA 577 60
R-KAT6Be18 GCAATCTGTGGACTTTGGT

Se realiz6 la polimerizacion en ciclador térmico con el siguiente ciclado para todas las muestras:
94°C 27, (94°C 307", Temperatura de hibridacion °C 307") x 35, 72°C 77, 15°C <.

Durante todo el programa la tapa del ciclador se encontraba a 99°C. En todos los casos, los
fragmentos obtenidos por PCR fueron revelados en geles de agarosa al 1.5% tefidos con 4 L

de bromuro de etidio cada 100 mL de gel.

1l1.7.1.2 Amplificacion de VNTRs

Los VNTRs (variable number of tandem repeats) son regiones del ADN que contienen un
numero variable de copias de una secuencia corta de nucledtidos repetidas en tandem. Debido
a que cada individuo tiene un perfil unico, los VNTRs son marcadores moleculares (secuencias
de ADN que se utilizan para identificar y caracterizar diferentes tipos de variaciones genéticas)
y son utiles para la identificacién de personas y para la deteccion de la contaminacion en las
muestras de ADN. Los VNTRs se han utilizado en el contexto de la genética prenatal para

detectar la posible presencia de ADN materno en las muestras de vellosidades coridnicas o
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liguido amniotico. Esta presencia seria el producto de una contaminacion al momento de

realizar la puncion y puede dar lugar a interpretaciones erroneas.

En esta tesis se analizé una muestra de vellosidades coridnicas, por lo que se incluyo el analisis
de los VNTRs PentaE, THO1 y D16S539 para descartar posible contaminacion materna, ya que
se demostro que estos VNTRs son altamente informativos para la identificacion de individuos y
la deteccion de contaminacion en la muestra de ADN fetal con alta resolucion y precision [151—
153].

En la tabla 4 se describen los cebadores utilizados para el analisis de VNTRs, y la temperatura

de hibridacion utilizada para su amplificacion.

Se utilizaron 0.25puL de la polimerasa de Bioline con su buffer comercial, cebadores F y R 10mM
y 1uL de la dilucién del templado (ADN) a 50ng/pL, a un volumen final de reaccién fue de 25uL.

Tabla 4: Cebadores utilizados para la amplificacién de VNTRs.

Tamaiho
Cebador Secuencia (5" a 3’) aproximado del

fragmento (pb)

PentaE-F ATTACCAACATGAAAGGGTACCAATA 379
PentaE-R FAM TGGGTTATTAATTGAGAAAACTCCTTACAATTT
D16S539-F GGGGGTCTAAGAGCTTGTAAAAAG 288
D16S539-R FAM [GTTTGTGTGTGCATCTGTAAGCATGTATC
THO1-F FAM GTGATTCCCATTGGCCTGTTC 168

THO1-R ATTCCTGTGGGCTGAAAAGCTC

Se realiz6 la polimerizacion en ciclador térmico con el siguiente ciclado para todas las muestras:
(96°C 1077, 50°C 577, 60°C 47) x 44, 15°C .

Durante todo el programa la tapa del ciclador se encontraba a 99°C. En todos los casos, los
fragmentos obtenidos por PCR fueron revelados en geles de agarosa al 1.5% tefidos con 4 uL
de bromuro de etidio (10mg/mL cada 100 mL de gel).

111.7.2 Purificacién de los fragmentos de PCR para secuenciacion

Una vez realizada la reaccion de amplificacion, los productos de PCR se purificaron mediante

columnas Bioneer para su posterior estudio de secuenciacion de Sanger de acuerdo a las
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recomendaciones del fabricante. Brevemente, se agregaron 5 volumenes de buffer 1 al
producto de PCR (45 pL luego de la electroforesis en gel de agarosa) y se mezclé por agitacion.
El volumen total se pasé a la columna de purificacidon rotulada y ensamblada en un tubo colector

y se centrifugé durante 1" a 14000 rpm (radio: 8 cm).

Se anadieron 500 pL de solucion buffer 2 a la columna y se centrifugd durante 1° a 14000 rpm
(radio: 8 cm). Se desecho la solucion eluida en el del tubo colector y se volviéo a ensamblar la
columna en el mismo. Se repitié el lavado con 500 uL de solucion buffer 2 y se centrifugd

durante 1" a 14000 rpm (radio: 8 cm).

Se paso la columna a tubos de 1.5 mL previamente rotulados y se agregaron 30 pL de buffer
3. Se cuantificd el producto mediante NanoDrop™ 2000.

1ll.7.3 Secuenciaciéon de Sanger

Una vez amplificado y purificado el fragmento deseado se realizé la reaccion de secuenciacion

utilizando la siguiente condicion de reaccion por tubo:

H20 7 uL
BigDye 1 uL
Cebador (forward o reverse) 1L
Producto de PCR 1L

Se realizaron 2 mix separadas, una con el cebador forward y otra con el reverse para cada
fragmento de interés. La polimerizacién se llevé a cabo en ciclador térmico (96°C 10”7, 50°C 57,

60°C 47) x 44, 15°C «~. Durante todo el programa la tapa del ciclador se encontraba a 99°C.

1ll.7.4 Purificaciéon con etanol del producto secuenciado

Al total de la reaccion de secuenciacion (10 pL) se le agregaron 32 pL de etanol al 95%. Se
vortexeé al maximo de velocidad y se incubaron 15 a temperatura ambiente. Luego se
centrifugaron a 14000 rpm (radio: 8 cm) por 20" a 4°C. Se tomé con pipeta el sobrenadante sin
tocar la pared donde precipita el pellet. Se agregaron 250 pL de etanol al 70% y se mezclo
suavemente por inversion. A continuacion, se centrifugo a 14000 rpm (radio: 8 cm) por 10°. Se
tomd con pipeta el sobrenadante sin tocar la pared donde precipita el pellet y se repitid la
centrifugacion a 14000 rpm (radio: 8 cm) por 10 minutos, descartando el sobrenadante y

dejando secar los tubos abiertos en oscuridad por 10’ a temperatura ambiente.
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1ll.7.5 Electroforesis Capilar

Los fragmentos purificados luego de realizar la reaccion de Sanger, asi como los fragmentos
amplificados para la evaluacion de VNTRSs se analizaron por electroforesis capilar.

1ll.7.5.1 Electroforesis Capilar-Secuenciacion de Sanger

Para la evaluacion de variantes puntuales por secuenciacion de Sanger, se resuspendieron las
reacciones de secuenciacion purificadas con etanol en 10 yL de HiDi formamida para luego

sembrarlos en una placa de 96 pocillos.

Previo a la electroforesis capilar la placa fue sometida a 95°C 37, 4°C 2°. La corrida
electroforética se realizé en un secuenciador Applied Biosystems 3500 Series Genetic Analyzer

con un voltaje y tiempo de inyeccién de 1600 volts 157",

Programa de corrida de secuencias de Sanger

Polimero: POP7 Dye set: Z
Largo del capilar: 50 cm
Temperatura del horno: 60°C
Tiempo de corrida: 5760

Voltaje de corrida: 8,5 KVolts

Voltaje de inyeccién: 1,6 KVolts

Tiempo de inyeccion: 5

1ll.7.5.2 Electroforesis Capilar-VNTRs

Para la evaluacién de VNTRs se prepard una placa de 96 pocillos con una mezcla conteniendo
la muestra a analizar, buffer de corrida y un marcador de peso molecular fluorescente. Los

mismos fueron sembrados por duplicado sin diluir y en una dilucién de 1/10.

Condicién por pocillo:

Producto de PCR 0.7 uL
LIZ GS 600 (marcador de peso molecular) 0.3 uL
HiDi formamida 9 uL
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Previo a la electroforesis capilar la placa fue sometida a 95°C 37, 4°C 2°. La corrida
electroforética se realizé en un secuenciador Applied Biosystems 3500 Series Genetic Analyzer

con un voltaje y tiempo de inyeccién de 1600 volts 157",

Programa de corrida de VNTRs

Polimero: POP7 Dye set: G5_2
Largo del capilar: 50 cm

Temperatura del horno: 60°C

Tiempo de corrida: 2000”"

Voltaje de corrida: 15 KVolts

Voltaje de inyeccion: 1,6 KVolts

Tiempo de inyeccion: 157

lll.7.6 Analisis de resultados de electroforesis capilar

Los archivos de secuencias obtenidos del ABI 3500 se analizaron con los softwares FinchTV y
Mutation Surveyor (SoftGenetics, LLC.) comparando las secuencias obtenidas con su

secuencia de referencia

El analisis del tamafo de los fragmentos VNTRs se analizoé con el programa GeneMarker®
(SoftGenetics, LLC.)

.8 HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA CON MICROARREGLOS DE ADN
(ARRAY-CGH)

111.8.1 Fundamentos de la técnica

Esta metodologia se aplica para el analisis de CNVs y permite una valoracion de todo el genoma

en su conjunto para la busqueda de microdeleciones y microduplicaciones genomicas.

Brevemente, la técnica consiste en la hibridacion conjunta de ADN del paciente en estudio y un
ADN de referencia -marcados con fluordforos diferentes- a sondas depositadas en un soporte
fisico (array). Finalizada la hibridacién, se realiza un escaneo del array para luego analizar la
relacion de la intensidad de fluorescencia de ambas muestras para cada sonda. De esta forma
se puede determinar si hay una ganancia o pérdida del numero copias en una regién particular
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del genoma. Se considera que existe una delecion cuando se detecta una intensidad de
fluorescencia reducida de la muestra en estudio en comparacién con la muestra de referencia,
mientras que una intensidad de fluorescencia aumentada de la muestra del paciente en
comparacién con la muestra de referencia se asocia con una ganancia del numero de copias

en esa region.

En este trabajo, los experimentos de array-CGH fueron realizados mediante un microarreglo de
ADN comercial 8X60K de Agilent Technologies (G4450A, Santa Clara, CA, USA) utilizando
todos los reactivos recomendados por el fabricante y acorde a sus indicaciones. A continuacion,

se describe el protocolo.

111.8.2 Cuantificacion y analisis de calidad del ADN

Para esta técnica es crucial la evaluacién adecuada de la cantidad y calidad de la muestra. El
ADN debe ser de alta calidad, debe estar libre de contaminantes como carbohidratos, proteinas
y restos de solventes organicos, estar intacto y poseer una degradacion minima. Con este fin,
se utilizd el espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000 para evaluar la concentracion y pureza del

ADN y un gel de agarosa para evaluar la integridad.

Se registro la relacion A260/A280 y A260/A230 para determinar la calidad de las muestras. Una
relacion A260/A280 entre 1.8 y 2 indica una buena extraccién con ausencia significativa de
proteinas. Una relacion 260/230 da informacion sobre la presencia de contaminantes que
influyen en la absorbancia a 260 nm. Una relacion ideal de 260/230 para ADN puro es >2.0, y
si bien una relacién >1.5 puede utilizarse, en este trabajo se dio prioridad a las muestras que

presentaron una relacién 260/230>2.0

El estado de degradacion del ADN se evalu6 cualitativamente mediante la electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% tefidos con 4 pL de bromuro de etidio. La electroforesis se realiz6 a 50 volts
durante 4hs.

11l.8.3 Digestiéon enzimatica de las muestras de ADN
Un primer paso para la realizacion de esta técnica es digerir el ADN con enzimas de restriccion.

Para el analisis utilizando los vidrios elegidos de 8x60K se necesitan de 0.2 ug de ADN por
reaccion. Se prepard una alicuota de cada muestra diluida convenientemente y luego se
colocaron 10.1uL de cada dilucién en tubos de 0.2 mL. Por cada muestra a analizar se preparo

ademas un tubo de 0.2 mL con una referencia comercial del mismo sexo cromosémico
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(Promega, Madison, WI, USA o Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), diluyendo 2.5 pL
en 7.6 uL de buffer TE para tener la misma concentracion que la muestra.

Se prepard una mezcla de digestidon para 16 reacciones, se mezcld por pipeteo y luego se
agregaron 2.9 yL de la mezcla de digestion a cada tubo con ADN para tener un volumen final

de 13 pL. Se mezclo por pipeteo.

Condicion final por tubo:

H20 libre de nucleasas 1uL

Buffer de restriccion 1.3uL
BSA 0.1uL
Enzima Alu | 0.25pL
Enzima Rsa | 0.25uL
ADN 10.1pL

Se llevaron los tubos al ciclador. Programa: 37°C 2 hs, 65°C 20°,4°C « (tapa a 37°C porque a
mas de 65°C la enzima se desnaturaliza).

Se tomaron 2 pL del producto de digestion y se corrieron en un gel de agarosa 0.8% para
determinar si la muestra se digiri6 completamente y ademas comprobar que la mayoria del

producto digerido tenga entre 200 y 500 pb.

111.8.4 Marcado fluorescente de las muestras

De aqui en adelante se trabajo evitando la exposicion a la luz de las muestras ya que los

fluorocromos Cy3 y Cy5 son fotosensibles.

Se centrifugaron las muestras digeridas a 6000xg 1°, a cada muestra se le agregé 2.5 uL de
Random Primers (Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit Agilent Technologies) y se llevaron los
tubos al ciclador para la desnaturalizacion. Programa: (98°C 37, 4°C )

Se prepararon 2 mezclas de marcacion en hielo, una para las muestras con Cy5 y otra para las

referencias con Cy3.

Finalizada la desnaturalizacién, se centrifugaron las muestras a 6000xg 1" y se agrego la

mezcla de marcacion, pipeteando suavemente para homogeneizar.

Condicion por tubo:
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H20 libre de nucleasas 2uL
Buffer de reaccion 5x 5uL
dNTPs 10x 2.5uL
Cy3 dUTP/Cy5 dUTP 1.5uL
Polimerasa EXO(-) Klenow 0.5uL
Producto de digestion con random primers 13.5uL

Se llevaron los tubos al ciclador al programa (37°C 2 hs, 65°C 10°,4°C ).

Mientras se lleva a cabo la marcacion, se rotularon tubos de 2 mL conteniendo una columna de

purificacion Agilent (16 tubos).

Finalizada la marcacion, se centrifugaron las muestras a 6000xg 1°. Se agregaron 430 yL de

TE (pH 8,0) a cada tubo de reaccion y se pasaron a la columna correspondiente.

Las columnas ensambladas se centrifugaron a 14000xg 10" a temperatura ambiente. Se
desarmoé la columna del tubo para descartar el volumen eluido. Luego se volvidé a ensamblar y
se agregaron 480 pyL de TE (pH 8.0) a cada columna. Se repitié el procedimiento 1 vez. Se
invirtié la columna y se coloc6 en un nuevo tubo de 2 mL luego se centrifugd a 1000xg 1" a

temperatura ambiente para recuperar el producto marcado purificado.

El volumen obtenido de cada muestra debe estar entre 20 y 32 pyL. Se midié el volumen eluido
para luego poder calcular las eficiencias de marcado.

Se tomaron 1.5 L de la muestra marcada para medir en el Nanodrop la cantidad de ADN y la

cantidad de marca para cada muestra (medicion en Nanodrop en modo Microarray, dsDNA).
Se calculd el rendimiento y la actividad especifica segun las siguientes formulas:
Rendimiento (ug)=Volumen total * concentracion/1000

Actividad especifica = concentracion de ADN marcado/ concentracién de ADN
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Aquellos productos con rendimiento entre 8 y 13 y actividad especifica entre 20 y 60 se

consideraron aptos para continuar el experimento.

Se centrifugaron las muestras en una centrifuga de vacio (Speed-Vac) a temperatura ambiente

hasta llegar a 8 uL (tiempo variable segun la muestra).

Se mezcldé cada muestra con su correspondiente referencia en tubos de 0.2 mL teniendo en
cuenta que las actividades especificas sean similares/iguales y se llevd a volumen final de 16

ML con TE (pH 8.0) en caso de que fuera necesario.

111.8.5 Hibridacion

Se preparo la mezcla de hibridacion de la siguiente manera:

Condicion por tubo:

Cot-1 DNA (1.0mg/mL) 2 uL

10x a CGH Blocking Agent 4.5 uL
2x HI-RPM Hybridization Buffer 22.5 uL
Muestra + referencia 16 L

Se mezclaron por pipeteo y luego se centrifugaron a 1000xg durante 1°.

Luego se llevaron los tubos al ciclador. Programa:(98°C 37, 37°C 30°) al finalizar el programa
las muestras se centrifugan rapidamente a 1000xg, 1°. Luego se volvieron a llevar al ciclador
para mantener la temperatura a 37°C.

Se colocé el backing (vidrio con 8 gomas contenedoras en posiciones espejadas respecto del
array que contiene los oligos) dentro de la camara de hibridacion (Agilent Sure Hyb chamber)
abierta. Se sembraron en cada pocillo 40 uL de la mezcla de hibridacién de cada muestra, para
luego colocar sobre este ultimo el vidrio que contiene las sondas boca abajo de manera que

quedan expuestas las sondas a las muestras sembradas.

Se colocd la tapa de la camara de hibridacién, se deslizé y ajustd la abrazadera aseguradora
de la misma que permite mantener unidos los dos vidrios rapidamente para mantener la

temperatura a 37°C. Rapidamente se comprueba que no haya burbujas fijas entre los dos
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vidrios girando lentamente la camara de hibridicion que los contiene para comprobar que la
mezcla llega a todas las sondas.

Se coloco la camara de hibridacion ensamblada en el rotor del horno previamente estabilizado
a 67°C con una velocidad de rotacién de 29 rpm (radio: 8 cm) durante 24 h; del lado opuesto

del rotor se colocd una camara de hibridacion para balancear el rotor.

111.8.6 Lavado

Se colocd en un horno a 38°C toda la noche, una botella estéril con la solucion de lavado 2
(Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 2) asi como el recipiente de lavado sumergido
en agua Mili-Q tapado. Esta temperatura es un grado mas a la descripta en el protocolo de
Agilent y fue o6ptima para disminuir la hibridacion inespecifica evitando de esta manera la

generacion de artificios (principalmente ganancias subteloméricas).

Al dia siguiente de la hibridacion se realizo el lavado. Los recipientes utilizados para lavar el
vidrio hibridado fueron previamente lavados 5 veces con abundante agua Mili-Q para evitar
rastros de marcacion de ensayos anteriores. El lavado debe ser realizado en una zona donde

no haya altos niveles de ozono (5 ppb 0 menos).

Se colocd la solucion de lavado 1 (Agilent Oligo aCGH/ChlP-on-Chip Wash Buffer 1) en un bowl
y en un recipiente colocado sobre un agitador magnético a temperatura ambiente de forma tal
que cubra por completo la altura del vidrio del array. También se coloc6é sobre un agitador

magnético con temperatura de 38°C el recipiente que se dejé calentando toda la noche.

Cumplidas las 24 h de hibridacidn se procedio a sacar la camara de hibridicion y se comprobo
que todas las burbujas siguieran moviéndose libremente dentro de cada compartimento. Para
abrir la camara de hibridacion, se tomaron con cuidado los dos vidrios de manera tal que no se
separen ni se filtre el contenido para separar los vidrios recien una vez sumergidos en el bowl

con la solucién 1 de lavado.

Inmediatamente luego de separarlos, se tomé el vidrio que contiene las sondas y se sumergio
en el recipiente preparado con solucion de lavado 1 durante 5° con agitacion a 350 rpm (radio:
8 cm) aproximadamente (de forma que se mezcle, pero evitando que se formen burbujas que
impidan el lavado) a temperatura ambiente. Pasados 4 minutos se prepard la solucion de lavado
2 (precalentada durante la noche) en otro recipiente con agitacion a 38°C. Cumplidos los 5’ de
lavado 1, se pasé la gradilla con el vidrio al recipiente preparado con solucion de lavado 2
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durante 1’ con agitacion a 350 rpm (radio: 8 cm) aproximadamente a 38°C. Cumplido el tiempo,
se retird muy lentamente la gradilla del recipiente de forma de evitar la formacion de gotas sobre

el vidrio.

111.8.7 Analisis

Se coloco el vidrio seco en el soporte para arrays para escanearlo inmediatamente en el
escaner (Agilent SureScan #G2600D Microarray Scanner). Las imagenes obtenidas fueron
analizadas con el programa Agilent Cytogenomics software (v4.0, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA)

El algoritmo de deteccion usado fue el Z-score ADM-2. Se establecieron un minimo de 3
oligonucledtidos consecutivos con la misma polaridad, que excedieran un umbral de la relacién
log2 absoluta de 0.35 para identificar una CNV. Las muestras cuya dispersion fue mayor al 0.3
(DLRSD>0.3) no fueron consideradas para el analisis. Los desbalances genomicos
encontrados fueron anotados en el ensamble GRCh37/hg19 (Feb 2009).

Se evaluaron visualmente todos los desbalances y en los casos que fuese necesario se
compararon de manera conjunta el comportamiento de los puntos de las regiones analizadas
entre muestras con medidas similares de dispersion para determinar de manera conjunta el
comportamiento de los puntos de las regiones con CNVs halladas no fueran artificios de la

técnica.

Se generé una base de datos con los desbalances hallados para cada paciente. Se
categorizaron las CNVs halladas siguiendo las guias del ACMG (American College of Medical
Genetics and Genomics) para interpretacion de variantes que tiene en cuenta el nivel de
evidencia disponible dividiéndolas 5 categorias: patogénicas, probablemente patogénicas,
variantes de significado incierto (VUS, por sus siglas en inglés variant of uncertain significance),

probablemente benignas, y benignas [154].

Con este propésito se realizé una busqueda de informacion en diferentes bases de datos para
cada desbalance hallado. Las bases de datos consultadas fueron las siguientes: Database of
Genomic Variants (DGV, https://projects.tcag.ca/variation/), DECIPHER
(https://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher/), OMIM (https://www.omim.org/), ClinVar
(https://www.ncbi.nim. nih.gov/clinvar/), ClinGen (https://www.clinicalgenome. org/) vy
ORPHANET (https://www.orpha.net/).
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Ademas, se realizaron busquedas bibliograficas en PubMed (https
:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) para cada desbalance consignando, como palabras clave, la
region cromosomica (banda, sub-banda), el tipo de anomalia, los genes involucrados y el

fenotipo del paciente.

En algunos casos, y de estar disponibles, se analizaron muestras de familiares para la correcta
interpretacion de los hallazgos en el paciente.

Se consideraron como clinicamente relevantes aquellos desbalances que segun los criterios
de ACMG para interpretacion de variantes resultaron patogénicos, probablemente

patogénicos.

1.9 SECUENCIACION MASIVA (SM)

Se selecciond un subgrupo de pacientes con CC para su estudio mediante SM en paralelo (ver
en algoritmo de analisis). En algunas muestras se realizé secuenciacion exdmica enviando una
alicuota de ADN a la empresa Macrogen (Corea) para luego realizar un panel de genes in silico.
Para otras, se seleccionaron muestras que presentaban fenotipos compatibles con genes
incluidos en un panel comercial de CC y de miocardiopatias para ser estudiados mediante SM
dirigida. en el laboratorio Novagen (CABA, Argentina)

111.9.1 SM Laboratorio humedo
El procedimiento de las técnicas de secuenciacién masiva incluye en términos generales:
1. Fragmentacién del ADN: se generan pequefos fragmentos de distinto tamafo y

posteriormente se unen a sus extremos unas moléculas llamadas adaptadores. El conjunto de

todos los fragmentos de ADN unidos a sus adaptadores se conoce como biblioteca.

2. Enriquecimiento (opcional): consiste en seleccionar exclusivamente las areas de interés
antes de la secuenciacion. Existen métodos de captura por hibridacion en fase sélida y métodos

de amplificaciéon mediante PCR.

3. Hibridacién del material seleccionado a una superficie sélida, para su posterior amplificacion

donde se llevara a cabo la reaccidn de secuenciacion.

4. Secuenciacion del material genético: la secuenciacion y deteccion de las bases ocurren al

mismo tiempo en todas las moléculas de ADN (secuenciacién masiva y paralela).
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Brevemente, se utilizaron alicuotas de 0,1 a 3 ug de ADN gendmico de cada individuo. Se utilizo
el espectrofotometro NanoDrop™ 2000 para evaluar la concentracion y pureza del ADN y un

gel de agarosa para evaluar la integridad.

Para las muestras de ADN enviadas a la empresa Macrogen, el enriquecimiento de las
secuencias en estudio se realiza por hibridacion en solucibn a una mezcla de sondas
complementarias a las regiones de interés (Kit Agilent SureSelect XT_V7_PostCap). Se solicitd

una profundidad de lectura de 100X y un tamafio aproximado de lecturas de 100 pb.

Para las muestras de ADN enviadas al laboratorio Novagen, el enriquecimiento de las
secuencias en estudio se realizd por hibridacion en solucibn a una mezcla de sondas
complementarias a las regiones de interés mediante un kit comercial (TruSight Cardio
lllumina®) con una profundidad de lectura de 200X y un tamario aproximado de lecturas de 150
pb.

111.9.2 SM Laboratorio seco

El analisis de los datos enviados por Macrogen se llevé adelante en colaboracién con el equipo
de bioinformaticos del Hospital Ricardo Gutiérrez quienes realizaron los analisis desde el

archivo .fastq hasta el anotado de las variantes en el archivo .vcf.

El proceso comprende diversas etapas que fueron realizadas utilizando el protocolo/software
recomendado por el Broad Institute, denominado Genome Analysis Toolkit GATK
(https://www.broadinstitute.org/gatk/). Brevemente, las lecturas en formato de archivos .fastq
que provienen directamente de los equipos de secuenciacion se sometieron a una serie de
pasos de control de calidad, presencia de duplicados, lecturas incorrectas, etc, proceso que se
realiza con paquetes bioinformaticos como el FASTQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las secuencias con la calidad
requerida se alinearon contra el genoma de referencia humano utilizando el ensamblado
GRCh37/hg19. Las lecturas se ordenaron por coordenada con IGV-utilizando SortSam de
Picard (http://picard.sourceforge.net/) para un facil analisis visual. Se realizaron estadisticas del
proceso de mapeo al archivo resultante (.bam) como profundidad media, % de lecturas
alineadas, etc., utilizando SAMtools (http://samtools.sourceforge.net/). Finalmente se
obtuvieron lecturas alineadas al genoma de referencia que pasaron los filtros de calidad, donde
se identificaron aquellos sitios en los cuales la muestra difiere del genoma de referencia

mediante el llamado de variantes, cuyo resultado final es un archivo .vcf (variant calling file). En
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este proceso se utiliza el Haplotype Caller de GATK (v.3.7) segun lo sugerido por las practicas
establecidas por el Broad Institute (https://software.broadinstitute.org/gatk/best-practices/). En
esta etapa el archivo .vcf sélo contiene para cada variante informacion asociada al proceso de
llamado (posicion gendmica, tipo y naturaleza de la variante, profundidad de cada alelo, calidad,
etc.). A continuacion, se le asocio a cada una de las variantes informacion adicional proveniente
de bases de datos biolégicas como HapMap, 1000 genomas, LOVD, ClinVar, OMIM, gnomAD,
dbSNP y Ensembl, entre otras, y predictores bioinformaticos en lo que se conoce como anotado

de varinates. Esta parte del proceso se realizé con el programa VarAFT [155].

En el caso de los datos analizados en Novagen el proceso fue llevado a cabo por su equipo
bioinformatico hasta el anotado de las variantes en el archivo .vcf.

111.9.3 SM Priorizacion de variantes

Con las variantes anotadas se aplicO una seleccion bioinformatica (panel in silico). Se
seleccionaron los genes que se estiman se relacionan con la presencia de malformaciones
cardiacas y/o es sabido que intervienen en la formacién del corazén, sindromes que pueden
presentar malformaciones o afecciones cardiacas y genes ortélogos asociados a cardiopatias
en otras especies modelo (Lista de genes en Anexo V) [26,107,127-130,132,156—158].

La priorizacion se realizé mediante el filtrado de los diferentes campos del archivo final .vcf.
Para tal fin, se tuvo en cuenta el tipo de cambio que implica (sin sentido, sindnimo, inserciones,
deleciones, etc), el modo de herencia (si se espera que sea recesiva, dominante, de novo), las
frecuencias alélicas poblacionales (se incluyen variantes reportadas en bases de datos
poblacionales con una frecuencia alélica menor -MAF, minor allele frequency- al 1%, si hubiera),
la evidencia previa de asociaciones clinicas (se priorizan variantes reportadas en bases de
datos de patologias como ClinVar, HGVS: Human Genome Variation Society, LOVD: Leiden
Open Variation Database, UniProt), la informacion que brindan los predictores (DANN [159],
FATHMM [160], MUTATION ASSESSOR[161], MUTATION TASTER [162], PROVEAN [163],
FATHMM-MKL [164], SIFT [165], POLYPHEN [166]) sobre los posibles efectos estructurales
sobre la proteina si lo hubiera, etc., con el fin de descartar aquellas variantes con alta
probabilidad de ser neutras y focalizar los analisis en aquellas con mayor potencial patogénico.
Toda la informacién en su conjunto se utiliza para establecer el posible efecto patogénico de
cada variante sobre la proteina y en consecuencia, su relacion con la patologia, siguiendo los

criterios establecidos por el American College of Genetic and Genomics (ACMG) en conjunto
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con gupor de trabajo especializados del Clinical Genome Resource (ClinGen), para la
estimacion de la patogenicidad de variantes [167—170] en combinacion con el sistema de puntos
descripto por Tavtigian [171] con los cuales se clasificaron a las variantes en benignas,
probablemente benignas, variantes de significado incierto (VUS), probablemente patogénicas,
patogénicas. En forma similar a los descripto para el array-CGH, consideramos a las variantes
clasificadas como probablemente patogénicas, patogénicas como variantes clinicamente
relevantes. Esta informacién, se complementa con informacion de la literatura cientifica.

La Nomenclatura se reporta segun las recomendaciones del HGVS para la descripcion de

variantes de secuencia [172].

111.9.4. Validacion de la/las variante/s clasificada/s como clinicamente relevante/s:

Una vez estimado el potencial patogénico de una variante, la misma fue confirmada por el
método de secuenciacion de Sanger, en forma similar a lo consignado anteriormente (ver tabla
3 donde figuran las regiones analizadas). De confirmarse la presencia de la variante, la misma
fue analizada en los padres del afectado (de estar disponibles) a los efectos de estimar si se

trata de una variante de novo o heredada.

I11.10. ANALISIS ESTADISTICOS

Para los pacientes del grupo A, se realizaron tablas de contingencia para determinar si existian
diferencias significativas en la distribucion de los sexos de la muestra y entre los pacientes que
presentaron la Del22911 en los diferentes grupos de cardiopatias estudiados. Se analiz6
también si la Del22g11 se distribuia en forma diferencial en las cardiopatias complejas o
aisladas y entre aquellas que presentaban o no una anomalia mayor. Para el analisis de la
presencia o no de la Del22q11 se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos por la técnica de
MLPA. El analisis estadistico se realizd mediante el test Chi? o Fisher, segun correspondiera,

utilizando el software GraphPad 5.0
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En este capitulo presentaremos los resultados teniendo en cuenta cada uno de los grupos
A'y B estudiados

IV.1. GRUPO A

IV.1.1 (GRUPO A): Descripcion del grupo de pacientes estudiados

Como se menciona en el apartado anterior, el Grupo A comprende pacientes que

presentaban CC del tipo conotroncales exclusivamente.

La tabla 5 resume la distribucion de las diferentes CCC entre los pacientes estudiados.
Del total de pacientes, un 38.7 % presentd TDF, siendo esta CCC la mas frecuente en la
muestra analizada. De los 80 pacientes, 51 (63.8%) presentaban una cardiopatia simple
(sin otra cardiopatia asociada ya sea conotroncal o septal), mientras que 29 (36.2%)
presentaron una cardiopatia compleja. En la muestra analizada, 23 (28.8%) pacientes
eran nifas y 57 (71.2%) varones. Se hallaron diferencias significativas en la distribucion

obtenida de nifios y nifias respecto de la esperada (p=0,0059).

Tabla 5: Tipos de CCC especificando la distribucion de sexos y si las mismas fueron
simples o complejas.

Genero
CC N F M Simple Compleja

TDF 31 11 20 30 1
TAP 6 2 4 3 3
TGV 19 5 14 9 10
IAA 11 3 8 6 5

AP + CIV 15 3 13 1 15

DSVD 2 1 1 0 2

N: cantidad de pacientes por grupo; CC: cardiopatia conotroncal; TDF: Tetralogia de Fallot; TAP:
Tronco Arterioso Persistente; TGV: Trasposicion de Grandes Vasos; IAA: Interrupcién de Arco Adrtico;
AP + CIV: Atresia Pulmonar con comunicacion interventricular; DSDV: Doble Salida Ventriculo
Derecho. Simple: no posee otra CC asociada, Compleja: posee otra CC conotrocal, septal u otra. El
numero total de CC es mayor a 80, porque en el caso de poseer mas de dos cardiopatias
conotroncales, el mismo paciente fue incluido en ambos grupos.

En la tabla 6 se resume la presencia de CC aisladas o con otra/s anomalia/s mayor/es o

entre las diferentes CCC en los pacientes estudiados. Del total de pacientes, 59 (73.8%)
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no presentaban otra anomalia mayor asociada. En el caso de aquellos que poseian otra
anomalia mayor, 16 (20%) presentaron anomalias compatibles con el sindrome de
Del229g11.

Tabla 6: Tipos de CCC aisladas o asociadas a una anomalia mayor (AM)

Con otra AM
cce N Compatible con el | No compatible con Aislada
sindrome de el sindrome de
Del22qg11 Del22qg11

TDF 31 4 4 23
TAP 6 3 0 3
TGV 19 0 1 18
I1AA 11 6 0 5
AP + CIV 16 5 1 10
DSVD 2 0 0 2

N: cantidad de pacientes por grupo; CCC: cardiopatia congénita conotroncal; TDF: Tetralogia de Fallot;
TAP: Tronco Arterioso Persistente; TGV: Transposicion de Grandes Vasos; IAA: Interrupciéon de Arco
Adrtico; AP + CIV: Atresia Pulmonar con comunicacion interventricular; DSDV: Doble Salida Ventriculo
Derecho. El numero total de CC es mayor a 80, porque en el caso de poseer mas de dos CCC el mismo
paciente fue incluido en ambos grupos.

IV.1.2 (GRUPO A) Estudios realizados para los pacientes con CCC

En la Tabla 7 se resumen los resultados obtenidos para cada una de las técnicas
empleadas y para cada centro participante. Como se observa, se resolvieron 60/80
cariotipos y un numero similar de estudios de FISH. En los ensayos de MLPA, se
analizaron 79 muestras con uno de los kits P250-B1 y 40 muestras fueron analizadas
ademas con el kit P424-B2.

La eficiencia de resolucion obtenida con la técnica de MLPA (kit P250-B2) fue mayor que
las obtenidas por las otras técnicas. En todos los casos en que se analizaron las muestras
tanto por FISH como por MLPA, los resultados de presencia o ausencia de la Del22q11,

fueron concordantes

Del total de pacientes, ninguno presentd una anomalia cromosdmica, si bien existia
sospecha de una posible delecién en el cromosoma 22 en 3 de ellos. Asimismo, 16
pacientes (20.8%) presentaron una Del22q11 tipica de 3 Mb, mientras que en 14 pacientes
se observaron otras anomalias gendmicas menos frecuentes (3 de los cuales poseian

ademas la Del22q11).

68



CAPITULO IV - RESULTADOS

Tabla 7: Resultados de los analisis realizados agrupados por lugar de derivacion.

MLPA MLPA
Cariotipos FISH P250-B1 P424-B2
Del Del
Muestras N R A N R 22q11 N R 22q11 | OA N R A
Chaco 21 9 0 21 13 1 21 20 2 2* 16 16 1
La Plata 22 [ 20| O** 22 21 6 22 22 6 3 6 5 0
Neuquén 13 | 12 0 12 7 3 12 11 4 Hre* 8 8 1
Salta 24 |1 19 0 24 20 3 24 24 4 2 10 10 0
Total 80 | 60 0 79 61 13 79 77 16 12 40 39 2

N: cantidad de pacientes por grupo; R: resueltos; A: numero de anomalias halladas; OA: otra anomalia (no
Del22g11). *Uno de estos pacientes posee ademas la delecion tipica en 22g11. **En 3 de los pacientes existia
sospecha de la delecién 2211 por citogenética. ***Dos de los pacientes poseen la delecion tipica en 22q11.

IV.1.3 (GRUPO A) Pacientes con CCC en quienes detectamos desbalances
genémicos

En la tabla 8 se consignan los pacientes en los que se hallé un desbalance. Debido a la
dificultad de contactar a los familiares fue posible estudiar a los padres sélo para uno de
los pacientes (N006). Los resultados de los andlisis tanto por FISH como MLPA
demostraron que ninguno de los padres eran portadores de la Del22q11. Sin embargo,
mediante el estudio de MLPA la madre resulté portadora de la Del22g11.22 region D-E

sonda TOP3B, que poseia el paciente junto con la Del22g11 de 3Mb.

La Figura 8 muestra, a modo de ejemplo, graficos representativos del analisis realizado
de los electroferogramas obtenidos con el kit P250-B2 en diferentes pacientes con el
programa Coffalyser. Las deleciones se esquematizan como puntos rojos y las
duplicaciones como puntos azules. La presencia de puntos alrededor de valores de 0.5y
1.5 se corresponden a deleciones o duplicaciones heterocigotas, respectivamente. La
cantidad de sondas involucradas en las deleciones y duplicaciones, estiman el tamaro de
las mismas. Como se puede observar, uno de los pacientes poseia una delecion
heterocigota en 22q11.21 desde la sonda CLTCL1-3 hasta la LZTR1-16 (Figura 8A). Estos

resultados son compatibles con la presencia de una delecion tipica de 3 Mb.
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CAPITULO IV - RESULTADOS

Paciente Fenotipo Cariotipo FISH MLPA P250/P424
Lpogg | A7 C1V, agenesia detimo, dismorfias de pabellon auricular, narnz | 46 xy+ | Microdelecion 22q 11.21 |  rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
LPO11 AP, CIV, dismorfias auriculares 46,XY Microdelecion 22q 11.21 rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
NEO001 AP, CIV 46,XX Microdelecion 22q 11.21 rsa 229q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
NEo12 | AP CIV, pardlisis unilateral del velo del paladar, hipotrofia de 46XY | Microdelecion 22q 1121 | rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1

hemilengua izquierda.
SA010 AP, CIV, facie peculiar, hipoplasia renal izquierda 46,XY Microdelecion 22q 11.21 rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
Lpooy | A Facie pecular, hiperieleremo, dismorfias aurioulares, fimo ND Microdelecién 22q 11.21 | rsa 22q11.2(CLTCL-LZTR1)x1
IAA, hendiduras palpebrales cortas, epicanto, nariz bulbosa, orejas
LP004 con helix en punta, aladas, fisura palatina, dedos largos, hernia 46,XY* Microdelecién 22q 11.21 rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
umbilical, hipocalcemia, hipotiroidismo, retraso del neurodesarrollo
IAA, hendiduras palpebrales horizontalizadas, nariz con puente
LP008 recto y corto, filtrum corto y marcado, glosoptosis, retrognatia, 46,XY Microdelecion 22q 11.21 rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
dedos de manos finos y largos
LP020 TAP 46,XY* Microdelecion 22q 11.21 rsa 229q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
cHo1g | TDF pabeliones au”cu'are;gjg;?s;os' hendiduras palpebrales ND Microdelecion 22q 11.21 |  rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
SA020 TDF ND ND rsa 229q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
SA006 TDF, fisura palatina completa. facie peculiar 46,XY Microdelecion 22q 11.21 rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
SA001 TDF, fisura palatina completa, facie peculiar 46,XY Microdelecion 22q 11.21 rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
: i rsa 229q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1,
CHO001 TAP, pabellones auriculares displasicos 46,XY ND 9q34(EHMT1)x3
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Paciente Fenotipo Cariotipo FISH MLPA P250/P424
NE016 bictspide, Iéﬁ} igtr)t:értica, CIA 46.XX ND e 22321;1'21(.% (TT%LFTQIE;%R R
NE006 COA, IAA, CIV 46 XY Microdelecion 22q 11.21 | 2 22232]11'12.(2(\*18'5%';;)2)(:';3"1d”’
LP014 AP, CIV 46,XY NORMAL rsa 22q11.21(TOP3B)x1
CHO010 TDF, hendiduras palpebrales estrechas, nariz dorso ancho. 46,XX NORMAL rsa 17p13.3(GEMIN4-YWHAE)x1
SA014 TDF 46,XX NORMAL rsa 17p13.3(YWHAE)x1
SA018 AP, CIV, facie peculiar ND ND rsa 22q11.21(LZTR1)x3
NEO015 TDF 46,XX ND rsa 17p13.3(GEMIN4)x3
NEO013 TDF, RM con hipotonia de tronco, facies peculiar, dismorfias 46,XX ND rsa 9q34.3(EHMT1)x3
LP002 TDF 46,XY NORMAL rsa 17p13.3(GEMIN4)x3
NEO009 IAA 46,XY ND rsa 17p13.3(YWHAE)x3
LP018 TGV 46,XX NORMAL rsa 08p23.1(GATA4)x3
NE010 hipo'p'?‘:éia v ND ND rsa 1p36.33(TNFRSF4-5)x3
CHO013 TDF, polidactilia postaxial ND ND rsa 2q22.3(ACVR2A-11)x3

TDF: Tetralogia de Fallot, TAP: Tronco Arterioso Persistente, TGV: Trasposicion de Grandes Vasos, IAA: Interrupcién de Arco Adrtico, AP: Atresia Pulmonar,
DSDV: Doble Salida Ventriculo Derecho. CIV: Comunicacién interventricular, COA: Coartacién de aorta. * Sospecha de Del(22)(q111.2q12). ND: No
determinado, RM: Retraso madurativo.
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Figura 8: Graficos representativos del anadlisis de los resultados de MLPA en diferentes muestras utilizando el kit P250-B2. Cada punto representa una sonda
del kit. La regidn gris corresponde a sondas de regiones donde se observaron anomalias en pacientes que poseian CC y un fenotipo en algunos casos
DiGeorge like. Las sombreadas en azul son las sondas repartidas a lo largo de toda la regiéon 22q11 en estudio. Una delecion se grafica con puntos rojos,
mientras que una duplicacion con puntos azules. A: Delecion 22q11 tipica de 3 Mb en heterocigosis, B: Delecion en 17p13.3 2 loci RPH3AL, GEMINA4,
YWHAE que comprende al menos 1MB (1041966pb) detectada en la muestra del paciente CH010. C: Duplicacion en 17p13.3 locus YWHAE detectada en
la muestra del paciente NE0Q9. D: Delecion o variante de secuencia en 17p13.3 en el locus YWHAE detectada en la muestra del paciente SA014.
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En los pacientes CHO01 y NEO13 se detect6 una duplicacion en la regidn 9q34.3 en el locus
EHMT1 de una sola sonda. Esta region se encuentra en el kit p250 debido a que existe el
sindrome de Kleefstra de herencia AD asociado a deleciones en 9934.3 (OMIM:610253) cuya
causa se asocia principalmente la haploinsuficiencia del gen EHMT1. En el caso del paciente
CHOO1 se detectd también la Del22g11 que es la causa principal de su fenotipo. Debido a que
sblo se evidencia una sonda en duplicacion en esta region, se la clasifico como VUS. Sin
embargo, el hecho de haber detectado esta duplicacion en dos pacientes (de los cuales 1 tiene
una Del22q11) y considerando que las variantes en 9q34.3 -a diferencia de la Del22g11- no
son una causa frecuente de CC, es posible que se trate de una variante probablemente benigna
de nuestra poblacion.

En el paciente LP018 se detectdé una duplicacion que clasificamos como VUS ya que, si bien
mapea en el gen GATA4, se encuentra en el extremo 3' no codificante (3'UTR). Las sondas en
los loci mas teloméricos del cromosoma 8 se encontraban en 2 dosis, por lo que esta duplicacion
debia ser intersticial y no se detecté por cariotipo. EI gen GATA4 esta curado como
haploinsuficiente pero no como triplosensible, pero al no saber sus puntos de corte ni la
orientacién de la region duplicada no es posible definir qué efecto tendria. No se describieron
en esta posicion variantes poblacionales en la base de datos de DGV. Lamentablemente la
familia no se encontraba disponible para estudiar la segregacion de la variante y por lo tanto no
fue posible definir si era una variante de novo o heredada.

El paciente CHO10 presenté una delecidon en 17p13.3 loci RPH3AL, GEMIN4, YWHAE que
comprende al menos 1Mb (1041966pb) (Figura 8B) que se clasificO como patogénica ya que

contiene la region critica del sindrome de microdelecion 17p13.3 distal (ORPHA:261257).

En otros casos se hallaron desbalances pequefios como la duplicacion en 17p13.3, locus
YWHAE, detectada en la muestra del paciente NEOO9 (Figura 8C) y una posible delecién (o
variante de secuencia) en 17p13.3 en el mismo locus detectada en el paciente SA014 (Figura
8D). También detectamos dos duplicaciones en 17p13.3 en el locus GEMIN4 en dos pacientes
no relacionados. Estas 4 pequefias CNVs se clasificaron como VUS y probablemente sean

variantes benignas de nuestra poblacion

Mediante el kit P424 se detectaron 2 duplicaciones de una sola sonda cada una. La primera,
en el paciente NEO10 en la regién 1p36.33 locus TNFRSF4. Este locus se encuentra mas

telomérico respecto del otro locus interrogado en esta regién, GABRD, y ambas sondas se
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encuentran en el kit debido al sindrome de microduplicacion/microdelecion de 1p36 (OMIM:
607872). Sin embargo, en bases de datos de poblacion general (dbDGV, gnomAD) se
describieron CNVs en duplicacién y delecién en esta region mas telomérica, por lo que la
presencia de una sola sonda en la region determina que esta variante sea clasificada como
VUS. La segunda duplicacién detectada por este kit fue en el paciente CHO13 en la region
2922.3 locus ACVRZ2A. Esta region esta relacionada con el sindrome de delecion/duplicacion
2923.1 [173] y los genes mas relevantes en esta region son MBD5, ACVRZ2A, ORCA4L, EPC2,
KIF5C, MIR1978, LYPD6B y LYPD6. Lamentablemente, el kit posee una unica sonda, la de
ACVRZ2A, por lo que no es posible determinar el tamafio de la region duplicada y por lo tanto la
presencia o ausencia de otro/s de los genes relevantes. Por lo tanto, esta duplicacion fue

clasificada como VUS.

IV.1.4 (GRUPO A) Anadlisis de la presencia de desbalances genémicos en los pacientes
con CCC

En la tabla 9 se resume la distribucién de frecuencias de Del22q11 y otras anomalias para las

diferentes CCC entre los pacientes estudiados utilizando ambos kits.

Tabla 9: Frecuencias de los diferentes desbalances hallados en los diferentes grupos de CCC.

Desbalance Pacientes TDF TAP TGV I1AA AP + CIV DSVD
N 77 29 6 19 10 16 2
Del22q11 16 4 2 0 5 6 0
(Frecuencia) (0.21) (0.14) (0.33) (0) (0.50) (0.38) (0)
Del22qg11 +
otro 3 0 1 0 2 0 0
desbalance (0.04) (0) (0.17) (0) (0.20) (0) (0)
(Frecuencia)
anoo:r::fias 14 6 1 1 4 2 0
(Frecuencia) (0.18) (0.21) (0.17) (0.05) (0.40) (0.13) (0)
Otras
anomalias 1M 5 0 1 2 2 0
aisladas (0.14) (0.17) (0) (0.05) (0.20) (0.13) (0)
(Frecuencia)
Anorr;a7IF|)as en 5 4 0 1 0 0 0
(Frecuencia) (0.06) (0.14) (0) (0.05) (0) (0) (0)

Se consideraron los resultados obtenidos en el MLPA. N: Cantidad de pacientes, TDF: Tetralogia de Fallot, TAP:
Tronco Arterioso Persistente, TGV: Trasposicion de Grandes Vasos, |AA: Interrupcion de Arco Adrtico, AP + CIV:
Atresia Pulmonar con comunicacion interventricular, DSDV: Doble Salida Ventriculo Derecho. Otras anomalias:
todas aquellas anomalias halladas distintas de Del22g11. Otras anomalias aisladas: todas aquellas anomalias que
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fueron encontradas en un paciente que no poseian Del22g11. El numero total de CC es mayor a 77, porque en el
caso de poseer mas de dos CCC, el mismo paciente fue incluido en ambos grupos.

Se hallé que el 50% de los pacientes con IAA poseian Del22g11, siendo éste el grupo que
mostro diferencias significativas para la presencia de la delecién (p=0.02). Los otros grupos de
CCC que presentaron altas frecuencias fueron: AP + CIV (0.38) y TAP (0.33). La ausencia de
la Del22g11 en los pacientes con TGV resulté estadisticamente significativa (p=0.005).

Para el grupo de pacientes con TDF, los desbalances en el cromosoma 17 fueron igual de
frecuentes como las Del22g11. Asimismo, se hallaron otras anomalias gendmicas en los
pacientes con una frecuencia de 0.18. Los pacientes con IAA y TDF fueron los mas prevalentes
entre aquellos que presentaron otras anomalias diferentes a la Del22q11 (0.21 y 0.40
respectivamente)

Se analiz6 también la distribucion de los desbalances considerando si los pacientes poseian
una CCC simple o compleja (asociada a otra cardiopatia). La tabla 10 resume los resultados

obtenidos para los diferentes tipos de CCC segun sean simples o complejas.

Tabla 10: Desbalances genémicos hallados en los diferentes tipos de CCC simples o complejas

TDF TAP TGV I1AA AP + CIV DSVD
Kit 250-B2
S C S C S C S C S C S C
N 28 1 3 3 9 10 5 5 1 15 0
Del22q11 3 1 2 0 0 0 3 2 0 6 0 0
Otras 5* o | 1] 0o | 1 o | 1| 2% | o 2 | o | o
anomalias
TDF TAP TGV I1AA AP + CIV DSVD
Kit 424
S C S C S C S C S C S C
N 19 0 1 2 2 4 1 2 1 5 0 2
Anomalias 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

N: Cantidad de pacientes, TDF: Tetralogia de Fallot, TAP: Tronco Arterioso Persistente, TGV: Trasposicion
de Grandes Vasos, IAA: Interrupcion de Arco Adrtico, AP + CIV: Atresia Pulmonar con comunicacion
interventricular, DSDV: Doble Salida Ventriculo Derecho. S: Simple, C: compleja, *4 pacientes con
desbalances en 17p. **Duplicacion en 17p. *** Poseen también Del22g11.

En la Tabla 11 se detallan los resultados obtenidos para los diferentes tipos de CCC segun si

eran aisladas o con otras anomalias mayores. En caso de poseer otras anomalias mayores, se
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consigno si las mismas estaban o no relacionadas al fenotipo esperado para el sindrome de
Del22g11.

Tabla 11: Desbalances gendmicos hallados para las diferentes cardiopatias conotroncales agrupadas
segun si presentaban o no otra anomalia mayor (AM)

TDF TAP TGV IAA AP DSVD
Cl/otra AM Cl/otra AM Clotra AM Cl/otra AM Cl/otra AM Cl/otra AM
A A A A A A
A22q | NA A22q | NA A22q | NA A22q | NA A22q | NA A22q | NA
N 4 4 | 23| 3 [ o] 3 0 1 18 6 o | 5] 5 1 [10] o [o] 2
Del22q11 | 4 | o2 | 223 | o3 |o0| 23 | o0 | o1 | o8| 35 | o0 | 25| 45 | o1 |2110] o0 |00 | 02
Otras
anomalias | 1/4 | o3 | Y23 | o3 oo | Y3 | oo | o1 |18 | os | oo |35 o | o1 |210]| o0 | 00| 02
(kit p250)
Otras

anomalias | 1/1 | 0/2 | 015 | o2 |00 | o1 | o0 | o1 | o5 0/0 00 (12| o3 | oi1 [o7| o0 |00 02
(Kit 424)

N: Cantidad de pacientes, TDF: Tetralogia de Fallot, TAP: Tronco Arterioso Persistente, TGV: Trasposicién de Grandes
Vasos, IAA: Interrupcion de Arco Adrtico, AP: Atresia Pulmonar, DSDV: Doble Salida Ventriculo Derecho, C/otra AM: con
otra anomalia mayor, A22qg: con una anomalia mayor asociada a 22g11, NA: con una anomalia mayor no asociada a
22911, A: aislada (el paciente solo poseia la cardiopatia). *Todos fueron desbalances en 17p. ** Posee ademas Del22q11.
***2 pacientes poseen ademas Del22q11.

Es interesante destacar que como se observa en la tabla 11, 8 niflos de un total de 16 (50%)
que presentaron la Del22g11, no poseian ninguna otra anomalia mayor mas que la cardiopatia

conotroncal.

No hallamos diferencias significativas cuando se analizé la distribucion de la Del22g11 entre
cardiopatias simples o complejas (Figura 9A). Observamos que la Del22q11 se encontraba con
mayor frecuencia entre los pacientes que poseian otra anomalia mayor y que en todos los
casos, las mismas eran compatibles con aquellas que se observan asociadas al sindrome

velocardiofacial/sindrome de Di George (p=0.011) (Figura 9B)
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Figura 9: Distribucion de la Del22g11 en cardiopatias simples o complejas (A) o bien en CC aisladas o con otra/s
anomalia/s mayor/es (B). 22g11+: Nifios con CCC que poseen la deleciéon de 3Mb de la region 22q11. 22q11-
; Nifios con CCC que no poseen la delecién en la region 22q11.

IV.1.5 (GRUPO A) Secuenciacién del gen NKX2-5

Para esta parte del estudio se incluyeron todas aquellas muestras en las que no se detecto la
presencia de microduplicaciones y/o microdeleciones gendmicas que expliquen la patologia
(n=61)

Las variantes halladas mediante el analisis de la secuencia codificante del gen NKX2-5 se
presentan en la Tabla 12. Se hallaron 3 variantes noveles (Figura 10), 2 exdnicas que codifican
para cambios sinGnimos y su posicion no esta evolutivamente conservada segun los predictores
utilizados. La tercera variante novel es intrénica y no modifica ni genera sitios de splicing. El

resto de las variantes fueron reportadas previamente para la poblacién general.
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Tabla 12: Variantes halladas por secuenciacion de Sanger del gen NKX2-5 (NM_004387.4)

Andlisis con N° de Frecuencia | Frecuencia | Frecuencia
Variante Localizaciéon redictores ACMG ClinVar | Cigosidad |alelos en la en la Total latina
P cohorte cohorte gnomAD gnomAD
c.-104G>C suTR | 1 benigno, 0 VUS (PM2, | HET 2 0.015625 | 0.0000325 0
patogénicos BP7)
1 benigno, 0 B (BA1,
c.63A>G p.(Glu21=) gno, BS2, BP7, B HOM/HET 68 0.53125 0.408 0.547
patogénicos
BP6)
c.334+618G>A | Intronica | ©2enignos, 0| VUS (PM2, - HET 1 0.0078125 0 0
patogénicos BP7)
. 1 benigno, 0 B (BA1,
¢.335-723G>T Intrénica patogénicos BS2, BP7) - HET 2 0.015625 0.0142 0.0142
1 benigno, 0 B (BAT,
¢.335-682G>C Intrénica gno, BS2, BP7, B HOM/HET 28 0.21875 0.317 0.249
patogénicos
BP6)
¢.335-672G>A | Intrénica | 1 08NigNo, 0 yq gp7) - HET 2 0.015625 | 0.000318 0
patogénicos
c.335-88G>A | Intronica | 1 DBenigno, 0 VUS (PM2, | HET 1 0.0078125 | 0.0000202 | 0.000119
patogénicos BP7)
_\ | 1 patogénico, 0 | VUS (PM2,
c.450C>A p.(Val150=) benignos BP7) - HET 2 0.015625 - -
1 patogénico, 0 B (BA1,
c.543G>A p.(GIn181=) beni ’ BS2, BP7, B HET 4 0.03125 0.00748 0.00742
enignos BP6)
_\ | 1 patogénico, 0 | VUS (PM2,
c.921G>T | p.(Gly307=) benignos BP7) - HET 1 0.0078125 - -

VUS: Variante de significado incierto (Variant of uncertain significance), UTR: untranslated region: regién no
=: simboliza cambio
sinénimo. ACMG: Clasificacién segun el American College of Medical Genetics. En negrita variantes noveles.

traducida. HOM: Homocigota, HET: heterocigota, PB posiblemente benigna, B: Benigna.

Y

Figura 10: Electroferogramas representativos de los fragmentos en los que se detectaron

variantes noveles. Las flechas sefalan las variantes detectadas. A: fragmento directo
con la variante NM_004387.4:¢.334+618G>A. B: fragmento reverso con la variante
NM_004387.4:¢c.450C>A. C: fragmento directo con la variante NM_004387.4:¢.921G>T.
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IV.1.6 (GRUPO A) Anaélisis del caso SA13

Uno de los pacientes ingresados al estudio presentaba como antecedente familiar un hermano
con TDF (Figura 11), por lo que se decidié continuar estudiando esta familia en particular con

otras técnicas.

‘ Atresia pulmonar, comunicacién inter
[\l ventricular, blefarofimosis, discapacidad

intelectual y convulsiones afebriles

C l] ﬁ I] Tetralogia de Fallot
N

Figura 11: Genealogia del paciente SA13

Siguiendo las guias internacionales para analisis de pacientes con discapacidad intelectual, se
arrfGRCh37] 16p13.3(6371455_6539321)x1 que comprende parcialmente al intrén 2 del gen
RBFOX1. Esta variante esta reportada en la base de datos de poblacién general DGV y
gnomAD. Por otro lado, se describieron CNVs que solapan en mas del 80% con esta CNV
clasificadas como VUS (4), probablemente benigna (1) y benigna (1) en las bases de datos de
pacientes ClinVar y DECIPHER. Teniendo en cuenta estas observaciones y que el gen
RBFOX1 aun no se encuentra curado como haploinsuficiente, se clasificod la variante hallada
como VUS.

No se hallaron otras CNVs de relevancia clinica en el paciente, por lo que se continud
analizando el caso mediante SM de exones con posterior analisis de un panel in silico de genes
relacionados a CC. En la tabla 13 se observan las variantes de posible relevancia clinica

seleccionadas.

79



CAPITULO IV - RESULTADOS

Tabla 13: Variantes de (posible) relevancia clinica presentes en el paciente SA13

Gen Transcripto (.Zamb'lo. Nucleétido Frec |Predictores | ClinVar CIaS|f|caC|or_1 (criterios
aminoacidico cumplidos)
MYH6 | NM_002471.4 | p.(Lys1759Arg) c.5276A>G 0 Deletérea - VUS (PM2, PP3)
VUS (PM1,

MYH7 | NM_000257.4 p.(Glu867Lys) €.2599G>A <0.01 Deletérea VUS PM2, PP3)

Probablemente
patogénica (PVS1, PM2)

VEGFA | NM_003376.6 p.(Glu35*) c.103G>T | <0.01 N/A -

Frec: frecuencia consultada en las siguientes bases de datos: gnomAD (Max), gnomAD (Aggregated), gnomAD
(Genome), TOPMed Bravo, gnomAD (Exome), India DB, Mexican DB, ABraOM, Iranome, GME Variome, Turkish
Variome, 4.7KJPN. Predictores: SIFT, POLYPHEN2, MUT TASTER, MUT ASSESSOR, FATHMM, dbscSNV RF,
dbscSNV Ada, GERP, GenoCanyon, fitCons, MetaRNN. Clasificacion: segun los criterios de Richards 2015 y
Tavtigian 2020 [167,179] y en particular para la variante en MYH7 se tuvo en cuenta la adaptacion a las guias
especificas [169].

El gen MYH6 codifica la subunidad de cadena pesada alfa de la miosina cardiaca que es un
hexamero compuesto por dos subunidades de cadena pesada, dos subunidades de cadena
ligera y dos subunidades reguladoras. Las variantes en este gen causan miocardiopatia
hipertréfica familiar y CIA (OMIM:160710) y también se reportaron variantes en pacientes con
CIV [174]. La variante de cambio de sentido MYH6: ¢.5276A>G codifica un cambio de una lisina
por una arginina en la posicion 1759 p.(Lys1759Arg); el puntaje acumulado de los predictores

la clasifica como deletérea (0.707).

El gen MYH?7 codifica la subunidad beta (o lenta) de cadena pesada de la miosina cardiaca. Se
expresa predominantemente en el ventriculo humano normal. También se expresa en tejidos
musculares esqueléticos ricos en fibras musculares de tipo | de contraccion lenta. Los cambios
en la abundancia relativa de esta proteina y la subunidad alfa (o rapida) de la miosina cardiaca
se correlacionan con la velocidad de contracciéon del musculo cardiaco. Variantes patogénicas
en este gen estan asociadas con miocardiopatia hipertréfica, dilatada, ventriculo izquierdo no
compactado, miopatia de almacenamiento de miosina, miocardiopatia dilatada y miopatia distal
de Laing (OMIM:*160760). También se describieron en pacientes con defectos septales y
anomalia de Ebstein sugiriendo un amplio espectro fenotipico [175]. La variante ¢.2599G>A
codifica un cambio de sentido no conservativo de una acido glutamico por una lisina en la
posicion 867 p.(Glu867Lys); el puntaje acumulado de los predictores la clasifica como deletérea
(0.897). La variante se encuentra reportada 5 veces en ClinVar como VUS y con 4 fenotipos
asociados: miocardiopatia, miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia arritmogénica del

ventriculo derecho y fenotipo cardiovascular. Esta variante se encuentra también reportada en
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bases de datos de poblacion general, pero su frecuencia es menor a 0.064%, que es la
frecuencia de la variante patogénica mas frecuente reportada en MYH7
(NM_000257.4:c.3158G>A). Para el gen MYH7 existe una adaptacion de los criterios de
clasificacion de variantes del ACMG. Teniendo en cuenta estos criterios particulares, esta
variante que seria probablemente patogénica segun los criterios estandares, se reclasifica
como VUS por no poder usar el criterio PP2. Sin embargo, se la podria considerar en este caso
particular como de posible relevancia clinica para el paciente ya que de confirmarse que sea

de novo se reclasificaria a probablemente patogénica [169].

El gen VEGFA codifica para el factor de crecimiento endotelial vascular A, miembro de la familia
de factores de crecimiento PDGF/VEGF, una proteina que se une a la heparina y existe como
un homodimero unido por puentes disulfuro. Este factor de crecimiento induce la proliferacion
y migracion de las células endoteliales vasculares y es esencial para la angiogénesis
(OMIM:192240). La variante ¢.103G>T codifica para un codon de terminacién prematuro que
conduciria a una proteina trunca no funcional o a la degradacion de su ARNm por NMD
(nonsense mediated decay). Si bien se relacioné a la alteracion de VEGFA con el desarrollo
cardiaco y particularmente con pacientes con TDF [176,177], recientemente se reportaron
variantes compatibles con la haploinsuficiencia de factores en la via de VEGF en pacientes que
presentaron TDF. Particularmente, una de ellas se trata de un codén de terminacién prematuro
situado 4 aminoacidos después del hallado en el paciente de nuestra cohorte (en p.39) en un
paciente con un fenotipo sindrémico con TDF, valvula pulmonar bicuspide; baja talla, obesidad;

dificultades de aprendizaje; depresion y/o ansiedad [175,178].

Las variantes halladas fueron confirmadas por secuenciacion de Sanger (Figura 12) y
estudiadas en el hermano afectado (Figura 13). Ninguna de las variantes clinicamente
relevantes fue hallada en el hermano afectado y lamentablemente los padres no pudieron ser
recontactados, por lo que no fue posible determinar si alguna o todas las variantes eran de

novo.

Figura 12: Electroferogramas representativos de la secuenciacion de Sanger en el individuo
SA013 para los genes MYH6 (reverso complementario), MYH7 y VEGFA (reverso
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complementario). Las flechas indican la presencia de las varlantes halladas por SM en
heterocigosis: A. MYH6:¢.5276A>G , B. MYH7:c.2599G>A, C. VEGFA:c.103G>T.
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Figura 13: Electroferogramas representativos de la secuenciaciéon de Sanger en el hermano de
SA013. Las flechas indican la ubicacion de las variantes halladas en el hermano afectado
(Figura 12) y ausentes en este paciente. A: secuencia reversa complementaria
MYH6:c.5276A. B: MYH7.¢c.2599G. C: secuencia reversa complementaria VEGFA:c. 103G>T

IV.2. GRUPO B

IV.2.1 (GRUPO B) Tipos de Cardiopatias estudiadas/ Analisis del universo muestral/
Descripcion del grupo de pacientes estudiados

Para esta parte del trabajo, se reclutaron 254 pacientes que presentaban ACM o CC aisladas
(CCA). La Tabla 14 resume la distribucion de las diferentes CC entre los pacientes estudiados.
Del total de 254 pacientes, un 37% (94/254) presenté CIV, siendo la CC mas frecuente entre
los pacientes. A su vez 107 presentaban una cardiopatia simple (sin otra cardiopatia asociada),

mientras que 147 presentaron una cardiopatia compleja (Tabla 15). En la muestra analizada,
123 pacientes eran nifias y 131 eran varones (Tabla 15).

Tabla 14: Tipo de cardiopatia congénita especificando la distribuciéon de sexos y si las
mismas fueron simples o complejas.
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Tipo de cardiopatia congénita N Simple | Compleja
F M

Clv 94 43 51 18 76
AP 33 18 15 4 29
COA 32 6 26 13 19
TGV 31 13 18 11 20
CIA 31 8 23 7 24

TDF 27 12 15 26 1
EP 19 9 10 4 15
DAP 16 7 9 4 12

AP + CIV 15 9 6 8 7

SCIH 15 7 8 9 6

DSVD 12 2 10 1 11

Ventriculo unico 12 5 7 9 3

IAA 9 5 4 3 6

Ventriculo derecho hipoplasico 9 7 2 0 9
Dextrocardia 9 6 3 0 9

Canal auriculoventricular 8 2 6 1 7
Atresia tricuspidea 8 6 2 1 7

TAP 7 5 2 5 2

Anomalia de Ebstein 7 3 4 3 4
Anomalia Total de Retorno Venoso 7 4 3 5 2
Valvula aortica bicuspide 6 4 2 3 3
Ventriculo izquierdo hipoplasico 4 2 2 1 3
Anillo vascular 4 3 1 3 1
Estenosis tricuspidea 3 1 2 0 3
Insuficiencia mitral 3 1 2 0 3
Atresia mitral 3 1 2 0 3
Estenosis aortica 3 0 3 2 1
Atresia aortica 3 1 2 0 3
Miocardiopatia no compactada 3 2 1 3 0
Hipoplasia del arco aértico 2 1 1 0 2
Aorta hipoplasica 2 1 1 0 2
Ramas pulmonares hipoplasicas 2 2 0 0 2
Hipertrofia de cavidades izquierdas 2 0 2 0 2
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Tipo de cardiopatia congénita N Sexo Simple | Compleja
F M
Ventriculo derecho hipertrofico 2 1 1 0 2
Dilatacion de cavidades izquierdas 2 2 0 0 2
Agenesia de valvula pulmonar 2 1 1 1 1
Insuficiencia tricuspidea 2 0 2 0 2
Estenosis mitral 2 1 1 1 1
Estenosis venosa pulmonar 2 1 1 0 2
Miocardiopatia hipertréfica 2 1 1 2 0
Tumor intracardiaco 2 1 1 1 1
Auricula unica 1 0 1 0 1
Fistula coronaria izquierda en
arteria pulmonar 1 1 0 0 1
Atresia mitroaortica 1 0 1 0 1
Valvula Aortica hipoplasica 1 1 0 0 1
Prolapso Mitral 1 0 1 0 1
Prolapso tricuspide 1 0 1 0 1
Anillo valvula pulmonar y aortica 1 1 0 0 1
Anomalia parcial del retorno venoso 1 0 1 0 1
Miocardiopatia dilatada 1 0 1 0 1
Malformaciones arteriales

colaterales aorto-pulmonares 1 0 1 1
Bloqueo AV 1 1 0 0 1

N: Numero de pacientes, CIV: comunicacion interventricular, AP: Atresia pulmonar, COA:
coartacion de Aorta, TDF: Tetralogia de Fallot, TAP: Tronco Arterioso Persistente, TGV:
Transposicion de Grandes Vasos, EP: Estenosis pulmonar, AP+CIV: Atresia Pulmonar con
comunicacion interventricular, SCHI: sindrome del corazén izquierdo hipoplasico, DSDV: Doble
Salida Ventriculo Derecho, IAA: Interrupcién de Arco Adrtico. Simple: No posee otra CC
asociada. Compleja: Posee otra CC conotroncal, septal u otra. Nota: el nimero total de CC es
mayor a 254 porque en el caso de poseer mas de dos CC, el mismo paciente fue incluido en
ambos grupos.

Tabla 15: pacientes segun el grupo de andlisis especificando la distribuciéon de sexos y si
las mismas fueron simples o complejas
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Sexo
Pacientes N F M Simple Compleja
Con CCC 102 46 56 20 82
Con CC no conotroncal y
sospecha de SDG 25 14 11 13 12
Con CC no conotroncal sin
sospecha de SDG 127 63 64 74 53
Total 254 123 131 107 147

F: Femenino, M: Masculino, CC: Cardiopatia congénita, CCC:CC conotroncal, SDG: sindrome de
DiGeorge.
En la tabla 16 se resume la distribucion de los pacientes estudiados con CC y si poseian o0 no
otra/s anomalia/s mayor/es. Del total de pacientes, 191 (75.2%) no presentaban otra anomalia
mayor asociada. Por su parte, 63 (24.8%) pacientes poseian otra anomalia mayor y entre estos,

59 presentaban anomalias compatibles con el sindrome de Del22q11 (SDG).

Tabla 16: Pacientes con CC aisladas o asociadas a una anomalia mayor (AM).

Con otra AM
Pacientes N Asociadas | No asociadas Aislada
a 22q11 a 22q11
ConCCC 102 25 - 77
Con CC no conotroncal y
sospecha SDG 25 5 4 16
CC no conotroncal sin
sospecha SDG 127 29 ) 98
Total 254 59 4 191

CCC:Cardiopatia congénita conotroncal. CC: Cardiopatia congénita. AM: anomalia mayor. SDG
Sindrome de DiGeorge.

IV.2.2 (GRUPO B) Estudios realizados para los pacientes

El analisis de las muestras se realiz6 siguiendo el algoritmo propuesto en la Figura 7, en donde
se consigna el estudio realizado acorde al fenotipo que presentaba el paciente. En algunos
pacientes seleccionados, sin embargo, fue necesario hacer pequeios cambios en el algoritmo
propuesto debido a circunstancias particulares como ser requerimiento de nueva muestra,

fallecimiento del paciente o insuficiente calidad de la muestra de ADN, entre otras.
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De los 254 pacientes ingresados (63 ACM y 191 CCA) la posible etiologia genética se evaluo
en 159 pacientes analizados por al menos una técnica (Figura 14), mientras que el resto no
pudo ser estudiado por diferentes factores como, por ejemplo, la falta de disponibilidad o la

calidad insuficiente de las muestras.

MLPA SM

1 0
(0.6%) (0%)

>

Cariotipo Array-CGH

Figura 14: Diagrama de Venn del nimero de muestras que fueron posibles de ser
analizadas mediante diferentes técnicas. MLPA: Multiple Ligation-
dependent Probe Amplification; SM: secuenciacion masiva; Array-CGH: Array
Comparative Genome Hybridization.

En conjunto, el algoritmo aplicado permitié hallar la contribucién genética de las CC en 43 de
estos 159 pacientes (27%). De un total de 123 pacientes en los que se realizo el estudio de
MLPA, la causa de la afeccion se hallé6 en 26 pacientes (21.1%). Entre los 43 pacientes
estudiados por array-CGH, 9 (20.9%) presentaron CNVs clinicamente relevantes y entre los 16
pacientes estudiados por secuenciacion masiva, en 10 (62%) se observaron variantes de
significancia clinica. En las secciones siguientes se detallan los resultados obtenidos para este

grupo de pacientes.

IV.2.2.1 (GRUPO B) Anadlisis de la presencia de anomalias genémicas en los
pacientes mediante la técnica de MLPA

De los 127 pacientes que cumplian con los criterios de inclusion para ser estudiados por MLPA,

se analizaron 123 muestras con el kit P250-B2. La presencia de deleciones y duplicaciones
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estudiadas mediante esta técnica fueron analizadas, al igual que en grupo A, con el software
Coffalyser.

En la tabla 17 se consignan los pacientes en los que se hallé un desbalance por MLPA. Debido
a que en algunos casos fue dificil contactar a los familiares y en otros casos los familiares no
consintieron ser estudiados, fue posible estudiar sélo a otros miembros en 9 de las 25 familias
afectadas. La delecion tipica fue detectada en 2 madres (PID 89M y PID 219M) asi como

también en 2 de los 3 hermanos de PID 89.

En la Figura 15 se muestran graficos representativos de algunos de los desbalances hallados
en este grupo de pacientes con el kit P250-B2. La Figura 15A muestra el resultado hallado en
un paciente que poseia una duplicacion heterocigota en 22q11.21 desde la sonda CLTCL1-3
hasta la sonda LZTR1. Otro de los pacientes (Figura 15B) poseia una delecion heterocigota en
22q11.21 desde la sonda CLTCL1-3 hasta la sonda DGCRS, resultados que son compatibles
con la presencia de una delecion corta de aproximadamente 1.5 Mb.

En el paciente PID 126 se observé una sola dosis en el exon 7 del gen TBX1 (Figura 15C). Este
resultado es compatible con dos posibles situaciones: la ausencia de la region en si misma, o
bien la presencia de una variante puntual que impida la hibridacién y posterior ligacion de las
hemisondas. Para averiguar la causa del resultado obtenido, se realizé la secuenciacion del
exoén 7 del gen TBX1 en este paciente. El analisis de la secuencia determin6 que toda la region
exdnica que incluye la region en la que hibridan las hemisondas (entre la A 520 y la A 566,
Figura 16) se encontraba en aparente homocigosis. Esta prueba en conjunto con el analisis de
la dosis de la region del MLPA (rsa 22911.2 (TBX1-7)x1) es compatible con la presencia de una
delecion que incluiria al menos al exdn 7 del gen TBX1. Teniendo en cuenta que la sonda que
hibrida en el primer exdn se encontraba en doble dosis y la siguiente sonda en doble dosis se
encontraba en el exon 9 del gen TXNRDZ2, los puntos de corte estarian, entre el intrén 1 y el
intrén 6 de TBX1 y entre el intrén 7 de TBX1 y el intron 8 del gen TXNRDZ2. Esta delecion
produciria una proteina trunca o bien la degradacién del mensajero de TBX1. Se intent6 realizar
un analisis de array-CGH, pero la calidad del ADN no era suficientemente buena y no se logro

contactar a la familia para la toma de una nueva muestra.
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Tabla 17 Pacientes en los que se hallé algun desbalance por MLPA.

CAPITULO IV - RESULTADOS

PID | Género Fenotipo MLPA Familiares analizados
21 M AP, CIV, MACAPs rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
IAA tipo B, CIV Subaortica, facie peculiar, baja implantacion de pabellones auriculares, dedos
55 M de manos y pies delgados sobrepuestos largos, Esterndn corto, ventriculomegalia, 3° rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
ventriculo discretamente dilatado. Hepatomegalia.
Canal AV, TAP, valvula unica y pequenia, disfuncion severa del VD, Edema bipalpebral con
69 F escasa apertura de 0jos, orejas rotadas, comisuras bucales hacia abajo, pliegues palmares | rsa 229q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
anomalos, térax en escudo, cuello corto.
M, H1y H3: rsa 22911.2
89 F AP, CIV, arco adrtico derecho, ramas pulmonares hipoplasicas, FLAP rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 (CLTCL1-LZTR1)x1
H2: rsa(P0250)x2
119 M TDF, Hipocalcemia rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
126 F TGV, CIV rsa 22q11.2(TBX1-7)x1 -
158 F Estenosis de ramas pulmonares rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
160 F EP, CIV, CIA, DAP, dismorfias faciales, retraso madurativo. rsa 22q11.2(CLTCL1-DGCR8)x1 -
165 E TAP, dismorfias faciales, proptosis ocular, ausencia de cejas, microstomia, retrognatia, rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 My P: rsa(P0250)x2
pulgares largos.
171 IAA, pie bot y dismorfias faciales rsa 22q11.2(CLTCL1-DGCR8)x1 My P: rsa(P0250)x2
182 M TDF, dismorfias faciales rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 My P: rsa(P0250)x2
183 E AP, CIV, hendiduras palpebrales cortas, narfliznct)):lbosa, microstomia, dedos y ortejos largos y rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1
191 F TDF rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 My P: rsa(P0250)x2
193 F TDF, ausencia de timo rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 My P: rsa(P0250)x2
205 Anillo Vascular, orejas pequefias, capuchén palpebral, puente nasal con rodete, dedos largos.| rsa 22911.2(CLTCL1-LZTR1)x1
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PID | Género Fenotipo MLPA Familiares analizados

ClV, dilatacion de cavidades izquierda, dismorfias, capuchoén periorbitario, nariz bulbosa con

219 F rodete nasal, retromicrognatia, paladar completo, Uvula no evaluable, orejas muy pequenas, | rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 M:rsa 22q11.2 (CLTCL1-

bajas y rotadas, mamilas umbilicadas e hiperteléricas, dedos largos. LZTR1)x1
AP, CIA, CIV, levocardia, RCIU, Faciales ligera asimetria intra helix (izquierdo replegado),
267 | F | T ios biateralos, fosta plonidal con fondo, mpresiona ang antorior, abios menores. | 52 22411 2(CLTCL1-DGCRE)x3 :
hipoplasicos.
281 M AP, CIV, agenesia de timo. rsa 22q11.2(CLTCL1-DGCR8)x1 My P: rsa(P0250)x2
294 F AP, CIV, nariz bulbosa, fosita pilonidal sin fondo, dedos largos. rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
332 F TAP, monoreno, fisura de paladar blando. rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
343 F TDF rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
348 M TDF rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 My P: rsa(P0250)x2
364 M IAA, facies compatibles con SDG rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
367 M TDF, hipocalcemia, convulsiones, facies compatibles con SDG rsa 22q11.2(CLTCL1-LZTR1)x1 -
375 F IAA rsa 22q11.2(CLTCL1-DGCR8)x3 -

Canal AV, TDF, cuerpo calloso adelgazado, impresiona 12 costillas izquierdas con fusién de
7may 8va a nivel distal, costillas finas, cejas pobladas, orejas de implantacion baja
displasicas con helix plegado con rotacion posterior, hipotelorismo, nariz de dorso largo y
; . - o rsa 18p11.32(P070-
380 M base angosta, narinas antevertidas boca pequena, paladar alto cuello corto, pterigium, . -
. . ) : SR . B3)x3,18q23(P070-B3)x3
fontanela anterior permeable con diastasis de suturas, braquicefalia, hirsutismo generalizado,
no se identifican mamilas. Clinodactilia del 5to dedo, sindactilia, campodactilia, ano posterior,
no se palpan testiculos en bolsa.

CCA: Cardiopatia congénita aislada, ACM: Anomalia congénita multiple; MACAPSs: colaterales aorto-pulmonares grandes; TDF: Tetralogia de Fallot, TAP: Tronco Arterioso
Persistente, TGV: Transposicion de Grandes Vasos, IAA: Interrupciéon de Arco Adrtico, AP: Atresia Pulmonar, DSDV: Doble Salida Ventriculo Derecho. CIV: Comunicacion
interventricular, COA: Coartacién de aorta. FLAP: fisura labio-alveolo palatina, Canal AV: Canal auriculoventricular, SDG: Sindrome de DiGeorge. M: madre, P: padre; H: Hermana.
*Analizado con el kit P070-B3.

89



pe

CAPITULO IV - RESULTADOS

AREL I TEINHS
Wore o YRY

VIEE 5N
HOY TN
W ZAVEH
552 IVCHY
Wigr 50N

W R
BRI =4
L JmM0p NOO3Y €41 B304
MAE STV
WIS SANVD
LU
LR
LA )
(R{RRAT ]
WLLE L BLHbedd
RN
!n. Ng

L)
Al
N
1
H
M
.
||
K
¥
L]
N
[
Ly

IR0 R0
=OLLEI 602
=SETNT 002l
803955000 /1
- RR5021 000°/1
= H5L801000°21
= CLZZ 1001
=LA 001
FILK0 001
0833010 0
™ L0R554 800°01
095001 200°01
= IrIE03 60160
= L00ICLBCL-60
mratid o0
FILN0I0 €
072950 600°60
= LLC08E 18400
= OO0V 08100

wethrsoa
s n

WWZET * EXNVHS

WSPY - VYV
WIBE * VKA
1U60Y * FNINGO.
WAEY * IVEHAY
WSSZ * IVEHAY

Wigr =8N

WrGE - WoPaI T30
W0SE *WNOIOIY £41830L
WHOE * £VIVO
WG " YAV
PSh e LIRH3
WIEL WL LNHI

WHLZ IV

LT NYSH
W2Lr - Bi¥Iddd
L

Sevstsfeaseysgesafassls

[ 18505 6Y0°2C
[FOLZEIY 6Y02L
95212 1002}
[~800965 000°L}
[~885£81 0001}
[~652691 0002}
["E42002 1004
50T HO0)
120040 1100}
[~ 146885 04004
[*£08951 80004
095011 80001
[ (11508 6€ 160
[~ 1001EL 6E 160
[*I5E59 1080
25220101080
[~ 0¥29£0'60080
[~E2£06¢ L6190
[~ C9ZE0¢ 98110
102682 €202
296905 22078
0LE65Y 2202
1954181207

Wi
12516081022
6IEI6e L0

HEEIr910e
999656 51072

WZEL * L OINVHS
Wshh - 1 YSHY

1016 -5 IVHMA
10608 “ZINIK9
WD *ZIWEHdY
WS52 5 IVEHY
W61 583N

10268 124130

0§ -9 UO09I24130

1U0SE ~UMOPNOIOFN €d1830L

1108 *9EVIVD
WL9Z *EEVIV
1UPGE- L1 IINHI
W9EI *€*LIHHI
WUPLZ L9VIV
WLZY - VS
WzLy - £-8eY lddd
1Urg ) -€-bEN
W9ZE - VSIS

81500565072
FOLZEMBr0TL
SSIE100°2)
809965'000°}
885£81'000°
652691°000°L)
FEL9LL 1001
FICSLIT 00}
FP20L40'H00}
12688504001
£08554'80001
00501 1’8000}
Lh1S08°6E 160
" 10016L'6€ 160
2r9es9' 1080
2520101080
0v29€0'600°80
E2€06€'261°00
E92€06'98 100
10268262022
29890622072
02665422072
195018'120T2
665218'120°72
26696212022
L0VEL'120°TT
96625902022
48962602022
620002
1616£9'610°2¢
PH02LS640°TL
§HL002610°T2
L066LV'BH0°TL
82962061022
TI9ESK'BI0TT
52099284022
98266184022
WIZVelee
12516084022
61616824022
BLYLYE'LIOTL
1066921022
86612924022
LLI'LI0TL
9500094022
8990904022
HEELY'9N0TL
999656'540°22

C 25+

2
15—

05—

Figura 15: Graficos representativos del analisis de los resultados de MLPA en diferentes

muestras utilizando el kit P250-B2. Cada punto representa una sonda del kit. La region

grisada corresponden a sondas de regiones donde se observaron anomalias en

pacientes que poseian CC y/o un fenotipo de SDG

like y las sombreadas en azul a las

sondas repartidas a lo largo de toda la region 22q11 en estudio. Una delecién se grafica

on en

Duplicaci

con puntos rojos, mientras que una duplicacién, con puntos azules. A

on o

Delecion corta en heterocigosis en 22q11.21. C: Deleci

variante de secuencia en heterocigosis en la regiéon 22q11.21 detectada con la sonda

TBX1-7.

22911 en heterocigosis. B
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AATCCCTTCGCGAAAGGCTTCCGGGACTGTGACCCTGAGGACTGGTGAGTGTC
2 530 540 550 560 57!

e e

Figura 16: Electroferograma de la secuenciacion del exén 7 del gen TBX1 del paciente PID 126. Se
muestra el resultado de la secuenciacion del fragmento amplificado por PCR de la regién del exén
7 del gen TBX1 en la que se hallé una sola dosis con una de las sondas del MLPA.

Por su parte, el paciente PID 380 ingresé con sospecha de trisomia 18 y un estudio de cariotipo
que fracasé. La muestra de ADN fue de calidad insuficiente para el analisis de array-CGH y
tampoco fue posible obtener una nueva muestra ya que el bebé fallecié. Se optd, entonces, por
analizar la muestra por MLPA con el kit P0O70-B2 que contiene las sondas en CTDP1-21 y
THOC1-9 que interrogan 0.5 Mb del teldomero del brazo largo y 0.2 Mb del teldmero del brazo
corto del cromosoma 18, respectivamente. Los resultados mostraron que ambas sondas estaban
en 3 dosis (rsa 18p11.32(P070-B3)x3,18923(P070-B3)x3, Figura 17). Este resultado es
compatible con la sospecha de trisomia 18.

6%z & g z £ =z
B S T S & ~E28582 =% §S-zz5 cEre oSG EExE =
S O e Exs -8 8 _  _TESCRESSMME R =R S8 . SSE82335238888E5zz=3
[T .mmm.ge:‘.‘-cgwgm.ﬁ-.mghm:caqgén:‘;vman‘f‘fr\q;,:ova
e e O N N o L B e Bt e 83 L e G O N e e A U T e S s 6V T R
gt AN AR AT S NI AR S SR RO <3 P R R R R R S N Sl SR
Sl BN, S, EmYS T EHLNEY T s Es N A 'ﬂ.—J—‘T°U§ﬂ'~d&"'D
s‘mm“?d"’.’gm':G&IZ—,&“?&md?"-:Q;_‘,Q§¢6—Q&’7Lég'gz‘:-’-uag;—dé"gri
SN AH R AR ]
8»—1/;('20 cEC SRS RS T ARECCRLoERSEFESEBEfE2508275%35 <

i
t-o—
—e—

§ o pastatasssgastestytstenlalilssantonsspteen;

0 T U ST PR P T PR Y P S [ A PR Py poom iy [ e re) P Y - R N Y T O B L S BN N M (Y Y FEy ey e ey ey et (e |
D ODN DO DN e 0P - NDODRODOVRONIODRNDRDONODD-DIRDOOW
DT DDDON O = ODENDODDOD DO TOODNTOLP-DONNDRDODORNNDODREOD
P B -E-EBEEEEEEEEEEEEREEEEEESEEEESREEBEEEE EEESEEE I EEELE
OCORNAERNDMOTODD DTN ODRDOOVDOVNDNTAND-rNANRNMOITTONOVDDODDO ~ O
TANDTOROIVONOTNIOAN-TNIIDRDRTONDIOPOOMOP®DENONODONTN TO - NN
s S b S 0 W L AR B R L B B R B S A S B B S BB S oy B B B B S T o T i T T 102 B T RS AR R T M B B
R R R EE-EEEEEEEEEEEEEEEEEREEPEEEEEEEEEEEEEBEEREERE-B
- BEEEEEEEEE REEEREEEEEEEEREEEEE-ERE-E-B-E-EE- BRI I I -
CONONO O rOvrOrOvrOvrOwrOvrOwrOrO"0rOrOO0O0O00C00C00O000C0O0CO0 -
P e e N NS T TSN N D DD DO, r NN AT T DDA N DDDD DD - X X

C O O OO OOCOOCOOOOC O OO OO v v v " e v " v v = - - NN NNNN

Figura 17: Graficos representativos del andlisis de los resultados de MLPA utilizando el kit
P070-B2 para el paciente PID380. Cada punto representa una sonda del kit, que posee
2 sondas para cada cromosoma. Una delecidn se grafica con puntos rojos, mientras que
una duplicacién, con puntos azules.
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En la Tabla 18 se resume el analisis de los resultados de los estudios de MLPA de acuerdo al
tipo de CC y a si presentaban o no otra anomalia mayor. Se hallé que 25 pacientes (20.32%)
presentaron al menos un desbalance: 21/99 (21.21%) con CCC y 4/24 (16.66%) en el grupo de
pacientes ingresados por presentar un fenotipo compatible con el SDG. Del total de 25 pacientes,
22 (17.88%) presentaban Del22g11 (19 con la delecion tipica de 3 Mb y 3 con la delecion mas
corta de 1.5 Mb), 2 poseian una duplicacién corta de 1.5 Mb y 1 presentd una posible delecién o
variante de secuencia en TBX1. La presencia de desbalances se observd en 18 pacientes con

CC aisladas y en 7 con otras anomalias mayores.

Tabla 18: Desbalances genémicos hallados con la técnica de MLPA P250 agrupadas segun si
presentaban o no otra anomalia mayor

CcccC CC no C con sospecha de SDG
Con otra AM Con otra AM
Asociadas | No asociadas Aislada Asociadas | No asociadas| Aislada
a 22q11 a22q11 a22q11 a 22q11
rsa 22q11.2 (CLTCL1-

LZTR1)x1 3 2 11 0 0 3

rsa 22q11.2(CLTCL1- y ) y ) ) y
DGCR8)x1

rsa 229q11.2(CLTCL1- i 1 1 i ) i
DGCR8)x3

rsa 22q11.2(TBX1-7)x1 - - 1 - - -

CC: Cardiopatia congénita, CCC: CC conotroncal, CC no C: CC no conotroncal, SDG: Sindrome DiGeorge.
AM: anomalia mayor. rsa 22g11.2 (CLTCL1-LZTR1)x1: delecion tipica de 3 Mb; rsa 22q11.2(CLTCL1-
DGCRS8)x1: delecién corta de aproximadamente 1,5 Mb; rsa 22q11.2(CLTCL1-DGCRS8)x3: duplicacion corta
de aproximadamente 1,5 Mb.

En la tabla 19 se detallan los resultados obtenidos para los diferentes tipos de CCC segun fueran
simples o complejas (asociadas a otra cardiopatia). En esta cohorte, nuevamente, el grupo de
los pacientes con IAA fue el que present6 con mayor frecuencia desbalances en la region 22q11
(55%). Los otros grupos de CCC con altas frecuencias de desbalances fueron AP + CIV con un
40% y TAP con un 42%.

En la Tabla 20 se detallan los resultados obtenidos para los diferentes tipos de CCC segun si
eran aisladas o con otras anomalias mayores. En caso de poseer otras anomalias mayores, se
consignod si las mismas estaban o no relacionadas al fenotipo esperado para el sindrome de
Del22qg11.
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Tabla 19: Desbalances genémicos hallados en los diferentes tipos de CCC simples o complejas.

TDF TAP TGV IAA AP + CIV DSVD
Simples | Complejas | Simples | Complejas | Simples |Complejas| Simples | Complejas| Simples | Complejas| Simples | Complejas
N 23 2 5 2 11 19 3 6 8 7 1 10
Del
22q11 6 ) 2 1 - - 1 2 2 2 - -
Otro 1 2 3 4 4 3
desbalance ) 1 ) ) ) 1 1 1 1 1 ) )

N: Numero de pacientes con CCC analizados, TDF: Tetralogia de Fallot, TAP: Tronco Arterioso Persistente, TGV: Trasposicion de Grandes Vasos, IAA: Interrupcion de
Arco Adrtico, AP + CIV: Atresia Pulmonar con comunicacién interventricular, DSDV: Doble Salida Ventriculo Derecho.": rsa 18p11.32(P070-B3)x3,18q23(P070-B3)x3, 2
rsa 22q11.2 (TBX1-7)x1, 3: rsa 22q11.2(CLTCL1-DGCR8)x3, 4: rsa 22q11.2 (CLTCL1-DGCR8)x1.

Tabla 20: Desbalances genémicos hallados para las diferentes CCC agrupadas segun si presentaban o no otra anomalia mayor

TDF TAP TGV IAA AP+CIV DSVD
Cl/otra AM Cl/otra AM Cl/otra AM Cl/otra AM Clotra AM Clotra AM
Aisladd Aislada Aislada Aislada Aislada Aislada

Asoc. NA Asoc. NA Asoc. NA Asoc. NA Asoc. NA Asoc. NA

22q11 22q11 22q11 22q11 22q11 22q11
N 3 3 18 1 2 4 1 2 28 1 3 5 1 1 13 0 2 10

Del22q11 1 1 4 1 1 1 1 0 0 0 1 2 1 0 3 0 0 0
Otro B 1 . . . B B . 2 . 3 4 3 4 _ . _ -
desbalance 1 1 1 1 1 1

N: Numero de pacientes con CCC analizados, TDF: Tetralogia de Fallot, TAP: Tronco Arterioso Persistente, TGV: Transposicién de Grandes Vasos, IAA: Interrupcion de
Arco Adrtico, AP: Atresia Pulmonar, DSDV: Doble Salida Ventriculo Derecho; C/otra AM: con otra anomalia mayor; Asoc. 22q11: asociada a 22q11; NA: con una anomalia
mayor no asociada a 22q11; SM: Secuenciacion masiva; :18p11.32(P070-B3)x3,18q23(P070-B3)x3, 2: rsa 22911.2 (TBX1-7)x1;3:rsa 22q11.2 (CLTCL1-DGCR8)x1; “:rsa
22911.2(CLTCL1-DGCRS8)x3.
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IV.2.2.2 (GRUPO B) Analisis de VNTRS para la muestra PID 100H1

En el presente estudio se utilizd la técnica de VNTRs para analizar una muestra de liquido
amniotico del paciente PID 100H1, asi como de ADN extraido de sangre periférica de sus padres
(PID 100P y PID 100M, respectivamente), para excluir la presencia de contaminacion de sangre
materna en la muestra de las vellosidades. Los VNTRs analizados fueron PentaE, THO1 y
D16S539. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18. Como se observa, no se detectd
contaminacion de sangre materna en la muestra de vellosidad del paciente PID100H1. Los
perfiles genéticos obtenidos muestran resultados consistentes con la herencia paterna y materna
esperada en cada uno de los marcadores estudiados.

IV.2.2.3 (GRUPO B) Anadlisis de microarreglos de ADN por hibridacién genémica
comparada (array-CGH)

Entre los pacientes de la cohorte en estudio, se seleccionaron un total de 43 muestras de ADN
provenientes de pacientes con ACM que fueron evaluadas mediante array-CGH. Encontramos
10 CNVs clinicamente relevantes (patogénicas o probablemente patogénicas) en 9 pacientes
(20,9%). La Tabla 21 resume las caracteristicas clinicas de los 9 pacientes, junto con la
localizacion, tipo y tamafo de los desbalances implicados. Ademas, encontramos 3 CNVs
clasificadas como VUS en 3 pacientes (Tabla 22).

IV.2.2.4 (GRUPO B) Anadlisis de secuenciacion masiva (SM)

Tras el analisis por SM, 10 de 16 (62%) pacientes presentaron variantes genéticas patogénicas
o probablemente patogénicas. Cuatro de estas variantes, en los genes KAT6B, MYH11, EP300
y MYH?7, son noveles. La Tabla 22 resume los fenotipos de los pacientes y las variantes genéticas

que se encontraron.
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Figura 18: Electroforesis capilar de las PCRs fluorescentes realizadas para el analisis de VNTRs del caso PID 100H1, PID 100P (padre) y PID 100M (madre).
En amarillo se observan los picos del marcador molecular fluorescente utilizado (Lis600) y en azul los picos obtenidos para las amplificaciones de los VNTRs.
Penta E: PID 100P:413 pb y 428 pb, PID 100M: 418 pb y 428 pb, PID 100H1: homocigota 428 pb. THO1: PID 100P:161 pb y 176 pb, PID 100M: 161 pb y
165 pb, PID 100H1:161 pb y 176 pb. D16S539: PID 100P: homocigota 279 pb, PID 100M: 283 pb y 291 pb, PID 100H1: 279 pb y 283 pb.
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Tabla 21: Detalle del fenotipo, la localizacion cromosémica y la longitud de las CNVs clinicamente relevantes halladas en los pacientes.

Clasificacion

Paciente Género Fenotipo Cariotipo Anomalia Mb (ACMG) OMIM # |ORPHA # | Referencia
Fisura palatina, rasgos faciales dismorficos, CIA,
CIV, clinodactilia del quinto dedo, retraso del arGRCh37]
PID 2 F creC|m|§nto., baja estgtura,. hipertelorismo, fisura 46,XX 2q24.2q31.1(160347642_174| 13.73 Patogénica ) 1617 [180,181]
palpebral inclinada hacia arriba, puente nasal plano, 075851)x1 (2A,3C4L)
micrognatia, comisuras de la boca hacia abajo,
retraso del desarrollo, reflujo gastroesofagico.
Pie equinovaro bilateral, agenesia parcial del cuerpo arGRCh37] Patogénica
PID 41 M ’ 46,XY 7q11.23(72766313_7404278 1.27 609757 261102 [182]
calloso, DAP. 7)x3 (2A4L)
Sindrome de megavejiga-microcolon-hipoperistalsis arGRCh37] Patogénica
PID 100H1" F . . Fracaso 16p13.11(15551302_161945 0.64 619351 2241 [183,184]
intestinal, CIA. (2A4L)
78)x1pat
RCIU, anomalia de Ebstein, ClV, diastasis de sutura, arr[GRCh37]
fontanelas anchas, oidos displasicos. hidrocefalia 1p36.33p36.23(834101_7930 Patoaénica
PID 134 M comunicante, ventriculos laterales asimétricos, Fracaso 605)x1; 7.1; (A 38 AL)X2 607872 1606 [185-188]
varedes ventriculares asimétricas. Quiste bilocular 7935936.3(146927174_1591 12.2 T
subependimario izquierdo. 28556)x323
Braquiplagiocefalia, frente ancha, fisuras palpebrales
estrechas, nariz corta, punta ancha y fosas nasales
anchas, fisura de paladar duro y blando, orejas arr[GRCh37]
bajas, cuello corto, EP, dedos superpuestos, surco Patogénica
PID 147 M ! perp 46,XY 15914(33809650_40027263) 6.22 9 616898 261190 [173,189]
plantar transversal. Dandy Walker vs hipoplasia del ’ X1 ’ (2A,3B,4L) ’

vermis cerebeloso, dilatacion pielocalicial.
Movimientos horizontales repetitivos de la cabeza,
ligero retraso madurativo.
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Paciente

Género

Fenotipo

Cariotipo

Anomalia

Mb

Clasificacion
(ACMG)

OMIM #

ORPHA #

Referencia

PID 149*

Estatura baja, microcefalia, fisuras palpebrales
cortas, cejas pobladas, hipoplasia malar, nariz larga,
prognatismo, paladar estrecho, boca pequena,
frenillo oral multiple, escapula alada, sinostosis
radiocubital, paresia braquial izquierda
(probablemente post quirdrgica), camptodactilia
reducible en ambas manos, rigidez articular general,
hernia inguinal bilateral, CIV, EP, agenesia renal
unilateral, poliposis intestinal, fusién de vértebras
cervicales, disminucién general del tejido graso,
hipertrofia muscular, retraso mental (leve a
moderado)

46,XY

arr[GRCh37]
5q22.2(112155123_1121741
65)x1pat

0.02

Patogénica
(2E,4L)

261584

[190,191]

PID 167

Fisura labial completa bilateral, cejas escasas,
coloboma retiniano del ojo izquierdo, pequenas
fisuras palpebrales, CIV perimembranosa, CoA,
rifones de mayor tamafio y mala diferenciacion
corticomedular, probable poliquistosis renal,
criptorquidia bilateral. Hipocalcemia

Fracaso

arr(13)x3

Patogénica

3378

[192]

PID 329

RCIU, Retrognatia, nariz ancha, nacimiento del
cabello bajo, mordida asimétrica, fisura palatina velo
del paladar corto y disfuncional, EP, defecto de
segmentacion vertebral toracica, retraso en el
desarrollo neurolégico, hipotrofia de pantorrilla y
antebrazos.

46,XX

arr[GRCh37]
19913.42913.43(55434660_5
6463734)x1

1,03

Patogénica
(2A, 3C)

PID 362

Fisura palatina, rasgos faciales dismorficos, CIA,
CIV, clinodactilia del quinto dedo, retraso del
crecimiento, baja estatura, hipertelorismo, fisura
palpebral inclinada hacia arriba, puente nasal plano,
micrognatia, comisuras de la boca hacia abajo,
retraso del desarrollo, reflujo gastroesofagico

Fracaso

arr[GRCh37]
3p21.31(44948482_4911580
9)x1dn

4.1

Patogénica
(2A,3C,4L)

[193-196]

': Paciente estudiado inicialmente por SM (ver tabla 24). 2: Los padres presentaron cariotipo normal. 3: FISH: ish der(1)t(1;7)(p36;p35)(subtel1p-,subtel7q+,subtel1g+). *:
Este paciente fue estudiado ademas por SM (ver tabla 25). ACMG: Los criterios de patogenicidad utilizados son los recomendados por el American College of Medical
Genetics and Genomics y el Clinical Genome Resource [154]. CIV: comunicacion interventricular; CIA: comunicacion interauricular; DAP: Ductus arterioso persistente;

EP: Estenosis pulmonar; CoA: Coartacion de aorta; RCIU: Retraso del crecimiento intrauterino; TDF: Tetralogia de Fallot.
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Tabla 22: CNVs halladas por array-CGH clasificadas como VUS

. . . e . Clasificacion
Paciente Género Fenotipo Cariotipo Anomalia Mb (ACMG)
PID 203 M Mielomeningocele dorsal bajo (5 x 5 cm), hidrocefalia, 46, XY arrfGRCh37] 3p26.3(1125700_1197682)x1" 0.07 VUSs
fusion de costillas, agenesia de costillas izquierdas, DAP. (2C)
PID 211 M Fisura de labio y paladar unilateral, hipertelorismo, orejas 46, XY arrf[GRCh37] 20p13(489033_898472)x3 0.41 VUS (2K,4L)
de implantacion baja, atresia tricuspidea, IAA, CIV.
PID 349 M RCIU, dismorfias faciales, CIV subadrtica, Fracaso arrfGRCh37] 9p24.3(204193_349093)x3 0,14 VUS
hipospadias, hernia inguinal. (2K,4L,4N,40)

RCIU: Retraso del crecimiento intrauterino; CIV: Comunicacion interventricular; 1AA: Interrupcién del arco adrtico; DAP: Ductus arterioso persistente. ' Analizado con ISCA
4x180. ACMG: Los criterios de patogenicidad utilizados son los recomendados por el American College of Medical Genetics and Genomics y el Clinical Genome Resource
[154].

Tabla 23: Variantes clinicamente relevantes encontradas por analisis SM y fenotipos de los pacientes.

Paciente Género Fenotipo Gen Variante Cambio proteico Clasificacion Referencia
Sindrome de megavejiga-microcolon-hipoperistalsis (NM_001040114.2):c.3143- Patogénica
1 2
PID 100 H1 F intestinal, CIA. MYH11 2. 3145delAGTGC?? P.7 (PM3, Pvs1, pmz)| 11841971
Miocardiopatia septal hipertrofica asimétrica, -
estenosis subadrtica, hipertelorismo, criptorquidia Patogenica
PID 1144 M derecha, epicanto irﬁplsntacién baje; de?pagellén PTPN11 (NM_002834.5):c.1381G>A p-(Ala461Thr) (PM1, PP2, Pl7\A2, [198,199]
) ) . PM5, PP3)
auricular. ’
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Paciente

Género

Fenotipo

Gen

Variante

Cambio proteico

Clasificacion

Referencia

PID 129

EP, CIA, Macrocefalia relativa, frente ancha, fisuras
palpebrales descendentes, orejas poco abiertas,
nariz fina, punta bulbosa, cuello corto sin pterigion,
pectus excavatum (esternotomia), criptorquidia
unilateral, hiperpigmentacion lineal en cara interna
de brazo y antebrazo derecho siguiendo la linea de
blaschko, escoliosis.Sospecha de sindrome de
Noonan.

PTPN11

(NM_001330437):c.922A>G

p.Asn308Asp

Patogénica
(PP1, PS3, PS4,
PS2, PM2, PM5,

PM1, PP2)7

[200]

PID 149°

Estatura baja, microcefalia, fisuras palpebrales
cortas, cejas pobladas, hipoplasia malar, nariz larga
prognatismo, paladar estrecho, boca pequena,
frenillo oral multiple, escapula alada, sinostosis
radiocubital, paresia braquial izquierda
(probablemente post quirdrgica), camptodactilia
reducible en ambas manos, rigidez articular general
hernia inguinal bilateral, CIV, EP, agenesia renal
unilateral, poliposis intestinal, fusién de vértebras
cervicales, disminucion general del tejido graso,
hipertrofia muscular, retraso mental (leve a
moderado).

EP300

(NM_001429.4):¢.7081C>T

p.(GIn2361Ter)

Patogénica
(PVS1, PM2)

[201-203]

PID 175*

FOP, CIV, EP, exceso de piel en nuca, pliegue
transverso en puente izquierdo, térax en escudo,
pectus excavatum, criptorquidia bilateral, escroto

pigmentado rugoso pequefio. Sospecha de
sindrome de Noonan.

PTPN11

(NM_002834.3)c.181G>A

p.(Asp61Asn)

Patogénica
(PS1, PM5, PM1,
PP2, PM2, PP3)”

[204-207]
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Paciente Género Fenotipo Gen Variante Cambio proteico Clasificacion Referencia
Cara inexpresiva, fisuras palpebrales cortas e
inclinadas hacia arriba, ptosis, epicanto inverso,
puente nasal alto y punta redondeada, orejas
pequefias de implantacion baja, boca pequefia con
comisuras hacia abajo y mayormente abierta, fisurg . -
PID 188 M de paladar, microrretrognatia severa, hipoplasia del KAT6B (NM_012330.4):c.4572_4573 | p.(Thr1525llefsTer Patogénica [208]
N dupTA 25) (PVS1, PM2)
nervio 6ptico, manos anchas con pulgares y hallux
notablemente largos, CIV, genitales hipoplasicos,
criptorquidia bilateral, convulsiones hipoténicas,
presento dificultad para la alimentacion y respiracion
que requirio traqueotomia.
Probablemente
Agenesia parcial del cuerpo calloso, TDF, agenesia . Patogénica
6
PID 232 F renal. MYBPC3 (NM_000256.3):c.2176C>T p.(Arg726Cys) (PM1, PM2, PP3, [21,209]
PP5)
Probablemente
PID 3334 F Miocardiopatia no compactada MYH7 (NM_000257.4):c.671A>T p.(Asn224lle) Patogénica (PM1, [210]
PM2, PP3)”
Frente prominente con malformacion capilar plana,
pelo escaso, fisura palpebral descendente, puente Patogénica [211]
PID 3354 F nasal bajo, ligera retrognatia, orejas caidas y RAF1 (NM_002880.4):c.770C>T p.(Ser257Leu) (PS3, PM6, PM2,
giradas, Miocardiopatia hipertréfica. Fenotipo PM5, PM1, PP3)”
compatible con sindrome de Costello
Probablemente
PID 35146 F Miocardiopatia no compactada MYBPC3 (NM_000256.3):c.2176C>T p.(Arg726Cys) Patogénica (PM1, [212]
PM2, PP3, PP5)

Las variantes noveles se encuentran resaltadas en negrita. ': Esta variante fue encontrada inicialmente por SM en la paciente PID 100H1 y luego en su hermana PID 100 por
secuenciacion de Sanger; 2: En aparente homocigosis (ver figura 21). 3: Heredado de su madre heterocigota. 4: Analizado con el kit de secuenciacion TruSight® cardio. 5: El
paciente presenté también una delecion de 0.02 Mb en 5g22.2 (ver Tabla 23) heredada de su padre afectado al igual que la variante hallada en EP300. 8: Pacientes no
relacionados, ambos heredaron la variante de sus madres. 7: para los genes de Rasopatias y para el gen MYH7 se siguieron las recomendaciones de ACMG y de ClinGen
[169,170]. CIA: Comunicacion interauricular; EP: Estenosis pulmonar; CIV: Comunicacion interauricular; FOP: Foramen oval permeable; RCIU: Retraso del crecimiento
intrauterino; TDF. Tetralogia de Fallot.
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IV.2.3 (GRUPO B): Relacién genotipo fenotipo para los desbalances genémicos hallados
por array-CGH y para variantes de secuencia de relevancia clinica por SM.

En esta seccidn describiremos los resultados mas relevantes de los hallazgos de array-CGH y
SM.

En el paciente PID 2 se detectd una microdelecion que comprende la region 2q24.2q31.1
mediante la técnica de array-CGH. Si bien la delecion solapa la region critica del Sindrome de
Microdelecion 2924 (ORPHA: 1617), no se hallé ningun otro paciente en la literatura o en las
bases de datos con los mismos puntos de ruptura. Se describieron varias deleciones intersticiales
en la regién 2924 en bases de datos, pero muchos de los casos reportados no poseen un fenotipo
especifico asociado y por lo tanto, la comparacién y asociacion del fenotipo con los posibles

genes candidatos se dificulta.

Considerando la paciente descripta en esta tesis, hasta la fecha se describieron en la bibliografia
12 pacientes que poseen delecionada la region (Tabla 24, adaptada de Zhu y colaboradores
[213]). Segun se muestra en la tabla, la paciente de nuestra cohorte comparte gran parte de las
caracteristicas fenotipicas descriptas, aunque algunas de estas no pudieron ser evaluadas
debido a la edad temprana de la paciente al momento del estudio. Entre los 12 pacientes
descriptos, 5 poseen defectos septales.

Zhu y colaboradores en su reporte y revision de casos han propuesto 4 genes candidatos en la
region como posibles causantes del fenotipo cardiaco: DLX1, DLX2, ATF2y TTN [213]. Del grupo
de genes propuestos, la paciente sélo presenta la delecion de los genes DLX1 y 2, como se
muestra en la Figura 19C. Varios de los pacientes reportados en la bibliografia -revisados en Zhu
y colaboradores [213]- con deleciones en esta region no poseen coordenadas precisas de los
puntos de ruptura debido a que fueron detectados por citogenética clasica, impidiendo determinar
la presencia o ausencia de genes en la regién afectada. Al comparar los puntos de ruptura de
los 4 pacientes que poseen descripciones fenotipicas y coordenadas gendmicas (Ver pacientes
Lazier et al, Tsai et al, Stevenson et al y Zhu et al en [213]), se observa que 2 de estos casos no
presentan defectos cardiacos ni delecion de los genes DLX (ver pacientes Tsai et al y Stevenson
et al en [213]). El paciente Lazier et al en [213] no presenta un fenotipo con CC, pero si delecion
de los genes DLX y el paciente descripto por Zhu y colaboradores [213], si posee CC y delecion

que incluye a los 4 genes propuestos.
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En el paciente PID 41 se detecté una microduplicacion que comprende la region critica del
sindrome de duplicacion 7q11.23 (OMIM: 609757, sindrome de duplicacion de la regién de
Williams-Beuren) (Figura 20). Segun la literatura, las personas con duplicacién 7q11.23
presentan una variedad de anomalias congénitas, si bien la frecuencia y gravedad de las mismas
pueden variar [182]. El paciente presenta agenesia parcial del cuerpo calloso que, si bien no se
la considera una caracteristica tipica del sindrome, se la hallé con una frecuencia relativamente
baja en algunos pacientes. El ductus arterioso persistente (DAP), por su parte, también fue
descripto en algunos casos de sindrome de duplicacion de la regién de Williams-Beuren, pero al
igual que la agenesia parcial del cuerpo calloso, no se considera una caracteristica distintiva del
sindrome. En cambio, dentro de las anomalias ortopédicas y musculoesqueléticas que pueden
presentar, el pie equinovaro bilateral, si se ha descrito especificamente como una anomalia en

este sindrome [182].

La paciente PID 100 fue incluida en el estudio desde su nacimiento ya que se encontraba bajo
seguimiento ecografico prenatal debido a la presencia de anomalias compatibles con el sindrome
de megavejiga-microcolon-hipoperistaltismo intestinal (MMIHS) (OMIM:24210, 619351, 619365,
619431, 619431). Este sindrome es una enfermedad congénita grave, con una herencia
generalmente autosémica recesiva, que se caracteriza por distension vesical e hipoperistaltismo
intestinal que provoca obstruccion intestinal funcional en el neonato, ademas de otras
alteraciones. Para esta paciente, inicialmente se realizé un cariotipo al momento del nacimiento
que fracaso. La calidad del ADN tampoco fue adecuada para realizar SM que hubiera sido
conveniente dada la alta sospecha de este sindrome, para el cual se conoce que variantes en
los genes MYLK, MYH11, LMOD1, MYL9, ACTGZ2 (este ultimo gen con herencia AD, los otros
de herencia AR), estarian asociados al desarrollo de la enfermedad. Lamentablemente la

paciente fallecié perinatalmente, por lo que no fue posible obtener una nueva muestra.
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Tabla 24: Fenotipos de los pacientes hallados en la bibliografia con deleciones que involucran la region 2q24.2q31.1

Lazier et al. Tsai et al. Svensson et al. | Pescucci et al. Boles et al. D;T[';rgvsft Zhu et al. PID2
Bandas 2024.3-q31.1 2931.1-31.2 2931.1 2024.3-q31.1 2q24.2-q31.1 2024.3-q32.1 2024.3-q32.1 2q24.2931.1
hg19 chr2:167462239- | chr2:175791754- | chr2:174572314- ) ) ) chr2: 165125352- chr2:160347642-
177905345 178991754 176559449 183581904 174075851
Tamaiio (Mb) 10,4 3,4 2,518 10,4 NS 2.74-16.9 18,46 13,73
Genero F F F F M 1M:4F M F
Altura al nacer NE NE P10-25 P25-50 NE 2/5[MNN] (1/5 NE) P25-50 NE
Peso al nacer P10 <P3 P50-75 P10-25 2890 g 3/5[MNN] (1/5 NE) P10-25 NE
Retras!:) + + + + + 5 NA +
madurativo
Retraso del ) ) ) ) ) ) ) +
cresimiento
Microcefalia + + + + + 2 - -
Anomalias del + - - - - 2 (Trigonocefalia) - -
craneo
Ptosis/epicanto + - - + + 4 - -
Orejas
bajas/displasica - + + + + 2 - -
s
Anomalia
bilateral de + + + NE + 4 + -
extremidades
Sindactilia + - + + + 3 + -
Campodactilia + - - - + 1 + -
Espacio amplio
entF:'e los deZOS * B } * * 2 * i
clinodactilia + + + + - 3 + +
Dedos conicos - + - + - 1 - -
Halluces anchos - + - + + 1 - -
cc - - - NE cIv 2 (133"(';’\‘})93 CIV, displasia aortica CIA, CIV
Estrabismo + - + - - 2 - -
Paladar hendido - - - + + 1 - +
Fisuras palpebrales
Otros - - - - - - - ascendentes, puente
nasal plano

MNN: Medida normal al nacimiento, NE: No especificado, NA: no aplica, +: presente, -:

ausente. Adaptada de Zhu y colaboradores 2022 [213]

103



CAPITULO IV - RESULTADOS

104



CAPITULO IV - RESULTADOS

B Scale 10 Mb} | hg19

chr2: | 165,000,000| 170,000,000| 175,000,000| 180,000,000|

zhu
zhu
T
I —

DLX2

DLX2
DLX1

DLX1
ATF2

ATF2 |
TIN

TIN [ ]

Figura 19: Desbalance hallado por Array-CGH en el paciente PID 2. A: Ideograma del cromosoma 2 con la region

delecionada marcada en rojo (2q24.2q31.1), debajo el resultado del array-CGH: el eje Y representa el
logaritmo en base 2 de la relacion de fluorescencia muestra/referencia. El eje X esta ordenado segun la
coordenada cromosémica desde el telomero del brazo corto p hasta el teldmero del brazo largo q. Los
puntos rojos son las sondas cuya relacion esta por debajo del 0 y los azules aquellas que se encuentran
por arriba de 0. La regién delecionada se marca con una linea roja por debajo. B: Se representa la region
del cromosoma 2 donde se localizan CNVs de varios pacientes con desbalances desde la coordenada
160000000 hasta la 185000000 (GRCh37): en celeste el paciente PID 2, en rojo el caso con CC reportado
por Zhu y colaboradores [213] , en gris y en verde los casos que poseen coordenadas cromosomicas
revisados por estos autores y los genes propuestos, respectivamente.
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Figura 20: Desbalance hallado por array-CGH en el paciente PID 41. Arriba, ideograma del cromosoma 7 con la

region duplicada marcada en azul (7q11.23). Abajo, el resultado del array-CGH: el eje Y representa el
logaritmo en base 2 de la relacion de fluorescencia muestra/referencia. El eje X esta ordenado segun la
coordenada cromosomica desde el teldbmero del brazo corto p hasta el teldbmero del brazo largo q. Se
representan las sondas que se encuentran en la regién chr7:1988728-74820371(GRCh37). Los puntos
rojos son las sondas cuya relacion se encuentra por debajo del 0 y los azules, aquellas que se ubican por
arriba de 0. La regién duplicada se marca con una linea azul por debajo.
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A posteriori la familia comunic6 que estaban cursando un nuevo embarazo con anomalias
ecograficas (PID 100H1). Dado que se realizaria un cariotipo prenatal por los antecedentes y
anomalias ecograficas detectadas, se le ofrecié a la familia la posibilidad de extraer ADN del

sobrante del cultivo para realizar el estudio de los genes candidatos mediante SM.

Se analizé el panel in silico de los 5 genes candidatos para esta patologia y se hallo la variante
novel (NM_001040114.2):c.3143-2_3145del en aparente homocigosis en el gen MYH11. La
variante es una delecién de 5 pb que compromete 2 pb del sitio aceptor candnico de splicing en
el intron 25 y 3 pb del inicio del exdén 26 (Figura 21A). Esta delecién podria generar
alternativamente la exclusion del exdn 26 o el uso de otro sitio aceptor criptico de splicing. Ambas
opciones podrian dar como resultado un cambio de marco de lectura y la aparicién de un codén
de terminacion prematuro que conduciria a una proteina truncada no funcional o a la degradacion
de su ARNm por NMD.

Posteriormente, se secuenciaron por el método de Sanger las muestras de PID 100H1, de su
hermana fallecida PID 100, del padre y de la madre (PID 100P y PID 100M, respectivamente).
Los resultados se muestran en la Figura 21A. Como se observa, ambas pacientes presentaban
la variante en aparente homocigosis, la madre presentaba la variante en heterocigosis y el padre
no presentaba la variante. A los efectos de comprobar la posible hemicigosidad de la region,
analizamos la presencia de regiones de homocigocidad asi como la profundidad de las lecturas
lindantes al gen MYH11 en los resultados de la SM de la muestra de la paciente PID 100H1. Se
hall6é una region de aproximadamente 0.7-1 Mb de largo que presentaba homocigosidad continua

y una profundidad baja de lecturas.

Teniendo en cuenta el tamaio de la posible delecion, se procedid a realizar un array-CGH en la
muestra de PID 100 y PID100P. Los resultados (Figura 21B), confirmaron la presencia de una
delecion en el cromosoma 16 de al menos 643 Kb en ambos (arrf[GRCh37]
16p13.11(15551302_16194578)x1pat). Por lo tanto, la paciente presentaba una delecion de 5 pb
en el gen MYH11 heredada de su madre y una delecion que abarca a este gen heredada de su

padre.

Las variantes patogénicas reportadas hasta la fecha en MYH11, al igual que la variante familiar
detectada en PID 100H1 en hemicigosis, son principalmente variantes de pérdida de funcion
(LOF) como por ejemplo corrimientos del marco de lectura, variantes sin sentido y pérdidas de

sitios de splicing [183,214,215]. Asimismo, no se han descripto variantes de este tipo que resulten
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ser benignas o probablemente benignas en este gen. Nagamani y colaboradores [216] reportaron
y revisaron las deleciones en esta region y propusieron varios tipos diferentes de
deleciones/duplicaciones en funcién de la localizacion de tres intervalos de duplicaciones
segmentarias en la region propuestas por Ingason y colaboradores [217]. La delecion presente
en las pacientes y su padre se corresponde con el intervalo Il que incluye los genes MYH11,
NDE1y ABCCE6.

Si bien el fenotipo MMIHS se encuentra asociado de forma autosémica recesiva al gen MYH11,
el principal fenotipo cardiaco asociado a este gen es el DAP y la dilatacion de la aorta toracica
hereditaria (TAAD) con una herencia autosémica dominante [50]. Como las pacientes
presentaron una CIA se reviso6 el panel de genes in silico para CC en busqueda de otras variantes
que expliquen el fenotipo cardiaco y no se detectaron variantes de relevancia clinica que se

asociaran a CIA en otros genes.

Al no poseer variantes puntuales en otros genes ni otras CNVs que expliquen la presentacion de
la CIA, se analizaron las bases de datos y la bibliografia disponible para determinar si existe
alguna posible asociacion de este fenotipo con las variantes presentadas en las pacientes. No
se describieron defectos septales para el gen MYH11 ya sea para la forma AD ni para la forma
AR. En particular, para el fenotipo MMIHS AR, la casuistica es baja ya que solo hay 5 casos
reportados aparte de las pacientes incluidas en esta tesis [183,197,214,215,218]. En la base de
datos ClinVar se registraron mas de 40 CNVs similares consideradas como patogénicas, pero
sin un fenotipo claramente definido. Ademas, en la base de datos DECIPHER se hallaron mas
de 50 casos de CNVs similares. En los casos donde se describié un fenotipo, las caracteristicas
observadas incluyeron discapacidad intelectual, convulsiones, anomalias cerebrales y baja
estatura. Soélo un caso dentro de DECIPHER (Paciente: 338676) presenté una CC septal (CIV),
si bien es importante mencionar que no podria adjudicarse causalidad, ya que este paciente
también presentaba una Del22g11 que es una causa conocida de CIV sub adrticas.
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Figura 21: Electroferogramas representativos de la secuenciacién de Sanger de muestras de la familia del
PID100 y desbalance hallado por array-CGH en las muestras PID100H1 y PID100P. A:
Electroferogramas parciales de la secuenciacion de Sanger del gen MYH11 de la paciente PID 100 su
hermana y padres. Las flechas rojas indican la posicion de la variante. La linea horizontal en PID 100P
representa la delecién de 5pb detectada en las pacientes. Hom: homocigota, Het: heterocigota. B: Arriba:
Ideograma del cromosoma 16 con la region delecionada (16p13.11) en PID 100H1 marcada en verde y
en violeta, la de su padre PID 100P. Abajo: resultado del array-CGH, el eje Y representa el logaritmo en
base 2 de la relacion de fluorescencia muestra/referencia. El eje X esta ordenado segun la coordenada
cromosomica desde el telomero del brazo corto p hasta el telémero del brazo largo q. Se representan las
sondas que se encuentran en la regidon chr16:15395112-16467238(GRCh37). Los puntos verdes y
violetas representan el resultado obtenido para cada sonda de la paciente PID 100H1 y su padre PID
100P, respectivamente, La region delecionada en comun es aquella que se subraya en rojo.

Mediante SM se detecto en el paciente PID 114 la variante (NM_002834.5):c.1381G>A en el gen
PTPN11. Esta variante, que fue luego confirmada por secuenciacion de Sanger (Figura 22A),
predice el cambio p.(Ala461Thr), se encuentra ubicada en el motivo
proteico(l/V)HCXAGXGR(S/T)GT) que define a la familia PTP y afectaria su funcién catalitica
[199]. La variante fue previamente reportada en dos pacientes [198,219]. PID 114 comparte las
principales caracteristicas como ser, baja talla, miocardiopatia hipertrofica, sordera vy
criptorquidia con el primer paciente reportado por Yoshida y colaboradores [198], si bien no

comparte caracteristicas clinicas con el paciente 5 descrito por Croonen y colaboradores [219].

El paciente 129 presentdé la variante recurrente (NM_001330437):c.922A>G (p.Asn308Asp) en
el gen PTPN11 (Figura 22B). Esta variante se describié en una frecuencia que oscila entre el 18

y el 31% de los pacientes con el diagndstico clinico de sindrome de Noonan [200] y al igual que
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la variante anterior, se encuentra en el dominio PTP.

La variante que se hall6 en el paciente 175 (Figura 22C) , p.Asp61Asn (c.181G>A), fue descripta
en la literatura en al menos 7 individuos con sindrome de Noonan y el fenotipo del paciente de
nuestra cohorte es consistente con la descripcion de los signos reportados en bibliografia [204—
207].

A PID 114:c.1381G>A B PID 129:c.922A>G T C PID 175 c.181G>A
VL R Lot
\VAAAAAAS AN\ 7_“‘"._/,_, MAA .- XA A ) 1L DA AL 47: Lidae b N |

Figura 22: Electroferogramas representativos de la secuenciacion de Sanger de pacientes en los que se
encontraron variantes clinicamente relevantes en el gen PTPN11. Las flechas rojas indican la posicién de las
variantes halladas.

La muestra del paciente PID 134 ingresé al estudio postmortem con un cariotipo que habia
fracasado. Se prosiguié entonces con el analisis de array-CGH que arroj6 como resultado la
presencia de dos desbalances: una delecion en el cromosoma 1 regién p36 y una duplicacion
en el cromosoma 7 regidon q35 (arrf[GRCh37] 1p36.33p36.23(834101_7930605)x1;
79035036.3(146927174_159128556)x3) (Figura 23). Esta muestra presentaba en el array-CGH
un DLRS (valor que indica la dispersion de los resultados del estudio) mayor a 0,30 (que es el
maximo aceptable). Para confirmar el hallazgo se realizé un MLPA de regiones subteloméricas
(Figura 24) con el kit PO70-B2 (que incluye sondas para los loci TNFRSF18 del cromosoma 1y
VIPRZ2 del cromosoma 7), donde se detectaron 2 desbalances en el cromosoma 1y en el 7,

respectivamente (Figura 24).

A partir de estos resultados, planteamos la hipotesis de que estos 2 desequilibrios se debian a
un reordenamiento intercromosomico, dando lugar a un cromosoma derivado. Se solicitd que se
remitan al laboratorio de citogenética muestras parentales para un andlisis de cariotipo.
Asimismo, se solicito la realizacién de un estudio de las regiones subteloméricas 1p36 y 7935
mediante la técnica de FISH con muestra remanente de los estudios citogenéticos realizados en
el paciente. Los resultados obtenidos de los cariotipos parentales no mostraron anomalias
cromosomicas y el andlisis de FISH confirmé que se trataba de un derivado del cromosoma 1 ish
der(1)t(1;7)(p36;p35)(subtel1p-,subtel7g+,subtel1q+).
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Figura 23: Desbalances hallados por array-CGH en el paciente PID 134. A: Arriba, ideograma del cromosoma 1
con la regién delecionada marcada en rojo (1p36.33p36.23). Abajo, el resultado del array- CGH. La
region delecionada se marca con una linea roja por debajo. B: Arriba, ideograma del cromosoma 7 con
la regioén duplicada marcada en azul (7q35q36.3). Abajo, resultado del array-CGH. La region duplicada
se marca con una linea azul por debajo. En los resultados del array-CGH de ambas figuras, el eje X esta
ordenado segun la coordenada cromosdmica desde el telémero del brazo corto p hasta el telémero del
brazo largo q. El eje Y representa el logaritmo en base 2 de la relacion de la fluorescencia muestra /
referencia. Los puntos rojos son las sondas cuya relacién de fluorescencia se hallaba por debajo del 0 y
los azules corresponden a relaciones de fluorescencia por arriba de 0
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Figura 24: Graficos representativos del analisis de los resultados de MLPA utilizando el kit P070-B2 del
paciente PID134. Cada punto representa una sonda del kit, que posee 2 sondas para cada cromosoma.
Una delecion se grafica con puntos rojos, mientras que una duplicacién, con puntos azules.
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El paciente PID 147 ingresé con un cariotipo normal y debido a su fenotipo con multiples
anomalias (Tabla 21) se procedio a su analisis por array-CGH. Los resultados se muestran en la
Figura 25. Como se observa, se halld, una delecién en la regién 15q14 de 6.22 Mb (arr[GRCh37]
15q14(33809650 40027263)x1). Esta delecidn compromete la region responsable del sindrome
de delecién 15q14 (OMIM # 616898 PW). La mayoria de las caracteristicas fenotipicas que
presento el paciente estan descriptas en la literatura para este sindrome entre ellas, la estenosis
pulmonar [173,189]. Las caracteristicas principales se asocian a la haploinsuficiencia del gen

MEIS2 e incluyen defectos palatinos, cardiacos y discapacidad intelectual.

Figura 25: Desbalances hallados por array CGH en el paciente PID 147. Arriba: Ideograma del cromosoma 15
con la region delecionada marcada en rojo (15914). Abajo, el resultado del array-CGH.El eje Y representa
el logaritmo en base 2 de la relacion de fluorescencia muestra/referencia. El eje X esta ordenado segun
las coordenadas cromosomicas desde el teldmero del brazo corto p hasta el teldmero del brazo largo qg.
Se representan las sondas que se encuentran en la region chr15:32477304-41359608 (GRCh37). Los
puntos rojos son las sondas cuya relacién de fluorescencia se hallaba por debajo del 0 y los azules
corresponden a relaciones de fluorescencia por arriba de 0. La regién delecionada en el paciente se
marca con una linea roja.

El paciente PID149 presentaba un cariotipo normal con un fenotipo complejo. En particular
llamaba la atencidn la poliposis intestinal que también estaba presente en su padre y su abuela
paterna (Figura 26 A). El analisis del array-CGH (Figura 26 B) revel una delecién en el gen APC
(Adenomatous Polyposis Coli) que comprende desde el exéon 11 hasta parte del 16 del gen
(Figura 26 C, Tabla 21). Esta delecion daria como resultado una proteina trunca no funcional o
la degradacion de su ARNm por NMD. Se estudiaron por la misma técnica a los padres, y se

confirmé la presencia de la delecion en el padre afectado.

La presencia de variantes de secuencia y de deleciones en el gen APC son la principal causa
genética de la poliposis familiar adenomatosa [190,191]. Este gen se relaciona también al
sindrome de Gardner (OMIM: # 175100), si bien la presencia de la cardiopatia y otras
caracteristicas fenotipicas del paciente no se ajustan a este sindrome. Se realizdé una busqueda

bibliografica para determinar si existe relacion entre el gen y el resto del fenotipo, pero no existe
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mucha informacion que asocie al gen APC con cardiopatias congénitas, a excepcion de un
estudio realizado por Ye y colaboradores donde postulan que APC desempefiaria un papel
importante en el desarrollo del corazén como un regulador negativo de la via de sefnalizaciéon
canonica de Wnt [220].

Teniendo en cuenta que el fenotipo complejo que presentaba el paciente podia solo ser
parcialmente explicado por la delecion, realizamos SM seguido del analisis in silico de nuestra
lista de genes de interés. Se hallé una variante patogénica en el gen EP300 validada luego por
el método de Sanger (Figura 27A) y que también estaba presente el padre. EI cambio
(NM_001429.4):c.7081C>T hallado codifica para un codon de terminacion prematuro en el ultimo
exon del gen (exon 31) (Figura 27B) lo que generaria una proteina trunca con 54 aminoacidos

menos.

Las variantes patogénicas en CREBBP y EP300 son causas bien conocidas del sindrome de
Rubinstein-Taybi 1y 2. Las variantes en EP300, principalmente en el dominio HAT (dominio acetil
transferasa de histonas), estan asociadas con el sindrome de Rubinstein Taybi 2 (RTS2 OMIM
#613684), mientras que las variantes ubicadas fuera de este dominio proteico pueden conducir

a un amplio espectro de fenotipos [201,202].

La variante hallada en este paciente esta ubicada en la region carboxi terminal de la proteina y
fuera del dominio HAT, pero las caracteristicas del paciente se solapan con las caracteristicas
clinicas que se observan a menudo en RTS2, como ser retraso del crecimiento postnatal,
microcefalia, discapacidad intelectual, anomalias cardiovasculares, anomalias renales vy
anomalias vertebrales cervicales [201,202,221]. Existen 3 variantes reportadas como
patogénicas rio abajo de la detectada en este estudio, la variante ¢.7100delC (p.P2366fsX2401)
con un fenotipo no clasico de RTS2 [222], la variante c¢.7222_7223del (p.(GIn2408Glufs*39)
presente en una madre y su hija afectadas con RTS [223], y por ultimo una variante de pérdida
de codon de terminacion reportada en ClinVar como patogénica (RCV001027441.1) asociada a
RTS2.

La mayoria de las variantes de EP300 notificadas son de novo [223]. Si bien esta observacién
podria representar un argumento en contra de la posible patogenicidad de la variante hallada en
el paciente de nuestra cohorte, se han descrito dos pacientes con variantes en este gen
heredadas, uno con una variante heredada de una madre sintomatica leve [223] y el otro con

una variante heredada de un padre asintomatico [201].
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Figura 26: Desbalance hallado por array-CGH en el paciente PID149 por array-CGH: A: Arbol
genealdgico. B: Arriba, Ildeograma del cromosoma 5 con la region delecionada marcada en
azul (5922.2), Abajo, resultado del array-CGH: el eje Y representa el log en base 2 de la
relacién de fluorescencia muestra/referencia. El eje X esta ordenado segun la coordenada
cromosomica desde el teldémero del brazo corto p hasta el teldmero del brazo largo q. Se
representan las sondas que se encuentran en la regidon chr5:111888003-112441233
(GRCh37). Los puntos rojos son las sondas cuya ratio dio por debajo del 0 y los azules
aquellas que dieron por arriba de 0, La regién delecionada se marca con una linea roja. C:
Esquema del gen APC los exones senalados por una linea roja corresponden a la region
delecionada del gen.

Figura 27: Variante hallada por SM en el gen EP300 en el paciente PID149. A: Electroferogramas
parciales de la secuenciacién de Sanger del gen EP300 del paciente, padre y madre. B:
Diagrama de las regiones codificantes del gen EP300 (adaptado de Menke y colaboradores
[202]. Se representan los diferentes dominios proteicos: ZNF1, KIX, Br, RING, HAT, ZNF2,
ZNF3 y NR. Debajo del diagrama en azul se representan las variantes reportadas y revisadas
por los Menke y colaboradores [202], en verde las variantes que presentan el nuevo fenotipo
descripto por los autores y en rojo la variante que presenté el paciente PID 149. Cuadrado:
variantes de cambio del marco de lectura, estrella: variantes sin sentido, flecha horizontal:
delecion intersticial, triangulo: sitio de splicing, rombo: indel en marco de lectura, circulo:
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variante de cambio de sentido.

La muestra del PID167 ingres6 al estudio post-mortem con un cariotipo que habia fracasado, por
lo que se la incluy6 en el analisis de array-CGH. Mediante este estudio se hallé una ganancia del

brazo largo del cromosoma 13 completo (Figura 28). El fenotipo que presentaba el paciente

(Tabla 22) era consistente con la descripcion del sindrome de Patau [192].

s0M 0oM 75.0M 00.0 Mo
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Figura 28: Desbalance hallados por array- CGH en el paciente PID 167. Arriba, ideograma del cromosoma 13
con la regién en ganancia marcada en azul. Abajo: resultado del array-CGH, el eje Y representa el
logaritmo en base 2 de la relacion de fluorescencia muestra/referencia. El eje X esta ordenado segun
las coordenadas cromosomicas desde el teléomero del brazo corto p hasta el telémero del brazo largo
g. Los puntos rojos son las sondas cuya relacion de fluorescencia se hallaba por debajo del 0 y los
azules corresponden a relaciones de fluorescencia por arriba de 0. Se observan todos los puntos en
ganancia, resultado compatible con una trisomia 13.

El analisis de SM revelé una variante novel heterocigota (NM_012330.3) ¢.4572_4573dup
(p-(Thr1525llefs*25)) en el gen KAT6B que se confirmd por secuenciacion de Sanger (Figura
29B) en el paciente PID188. Esta variante es una duplicacion de 2 pb en el exén 18 que resulta
en un corrimiento del marco de lectura, reemplazo de la treonina por isoleucina en la posicidon
1525 que genera una proteina con 24 aminoacidos diferentes e introduce un codon de
terminacién prematuro en 25 codones luego del cambio (Figura 29 D). La variante se localiza en
el dominio rico en Asp/Glu de la proteina y predice una proteina trunca que careceria del dominio
carboxiterminal Ser/Met. No se hallé esta variante en bases de datos publicas (ClinVar, ExAC,
NHLBI GOExome Sequencing Project, Global Variom Shared LOVD, etc), ni en la literatura. Se
analizaron muestras de ambos padres mediante secuenciacién de Sanger las cuales resultaron
negativas para la duplicacion (Figura 29C), por lo que se deduce que se trata de una variante de

novo.

El gen KAT6B codifica una histona acetiltransferasa y un componente del complejo MOZ/MORF.
Ademas de su actividad acetiltransferasa, la proteina tiene una regioén en su extremo N-terminal
que posee funcionalidad como activador transcripcional y una region en su extremo C-terminal
que actua como represor transcripcional. Esta proteina es necesaria para la activacion
transcripcional de RUNXZ2 y estaria involucrada en el desarrollo del cerebro. KAT6B es
responsable de dos sindromes, el sindrome genitopatelar (GPS, OMIM:606170) y el sindrome
Say-Barber-Biesecker-Young-Simpson (SBBYS, OMIM:603736).
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Figura 29. Ubicacién cromosémica, representacion del gen KAT6B y resultados de la secuenciacién de
Sanger de la variante hallada en el paciente PID 188. A. Arriba: Diagrama que muestra la ubicacion
del gen KAT6B en el cromosoma 10g22.2. Abajo: Esquema del gen KAT6B (NG_032048.1). Marcada
con una flecha azul vertical se muestra la posicion de la variante detectada en el paciente con su
nomenclatura genémica y a nivel de la proteina (NP_036462.2). El rectangulo rojo representa a los 24
aminoacidos diferentes y el codon de terminacion prematuro que se predice en la proteina producto del
corrimiento de marco de lectura. B y C: Segmento parcial de la regién de interés de los electroferogramas
del exdn 18 del gen KAT6B del paciente (B) y en su padre (C). El electroferograma de la madre (no
mostrado) también reveld la secuencia salvaje para esta regién. Marcado por una flecha vertical se
muestra la consecuencia del cambio de marco de lectura en uno de los alelos. D: Secuencia
aminoacidica predicha para el alelo mutante, que muestra la aparicion de un codon de terminacion
prematuro. En verde, la duplicacidon TA a nivel de nucledtidos y la secuencia aminoacidica aberrante a
nivel de proteinas. En rojo, el codén de terminacién prematuro que predice una proteina trunca sin el
dominio rico en Ser/Met.

Inicialmente estos sindromes eran considerados como dos entidades distintas [224] pero debido
a ciertas similitudes clinicas y superposicion de caracteristicas, algunos autores sugieren que
son parte de un mismo espectro clinico [225]. En cada extremo del espectro, hay algunas
caracteristicas clinicas que estan asociadas con mayor frecuencia a GPS o a SBBYS. Sin
embargo, las personas afectadas por trastornos relacionados con KAT6B con frecuencia
presentan caracteristicas clinicas intermedias que son una mezcla o se superponen entre estos

dos sindromes. Mas aun, algunas personas tienen caracteristicas clinicas que no se superponen
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en absoluto con ninguno de los dos sindromes [226]. Actualmente se considera que variantes en

este gen dan lugar a un amplio espectro de signos y sintomas.

El paciente de nuestra cohorte presenta caracteristicas clinicas compatibles con SBBYS. Las CC

estan presentes en ambos extremos del espectro fenotipico y aproximadamente la mitad de las

personas con variantes patogénicas en KAT6B tienen CC que incluyen defectos septales, DAP

y FO permeable. Hasta la fecha se reportaron 126 variantes patogénicas y probablemente

patogénicas en la base de datos de ClinVar, de las cuales 70 se corresponden con variantes de

cambio de marco de lectura, 37 son variantes sin sentido y 9 pérdidas del sitio canénico de

splicing.

Un hallazgo interesante por SM fue la presencia de la variante (NM_000256.3):¢c.2176C>T en el

gen MYBPC3 en dos pacientes no relacionados, uno de los cuales presentaba una

miocardiopatia no compactada (PID 351, Tabla 23) y el otro present6 TDF como parte de un

fenotipo con ACM (PID 232, Tabla 23). Este ultimo paciente, por su fenotipo, fue estudiado

primero por MLPA y luego por array-CGH, pero no se encontré ninguna CNV clinicamente

relevante u otra variante genética. Luego de validar la variante en MYBPC3 por secuenciaciéon

de Sanger en los pacientes, se analizaron muestras de los padres y en ambos casos, los

pacientes heredaron la variante de sus madres (Figura 30).

]

PID 232 c.2176C>T PID 232 Padre PID 232 Madre c.2176C>T
VLYV VVVAWAWYWY VWV TNV Y VIVYVWAVYWAN W 0 IVVYVVWWEIVY LA W VWYVVWYW AN W I TYYYVY
PID 351:c 2176C>T PID 351 Padre PID 251 Madre c.2176C>T
b/ YV VAV VWUV VY W VVUY WAV TUVWY AV WY VUV YO VA VY VUV VYV VWYW VYWY VY A AVYYV

Figura 30: Electroferogramas representativos de la secuenciacion de Sanger de los pacientes PID 232
(arriba) y PID 351 abajo) y de sus padres. Las flechas rojas indican la posicién de la variante.

MYBPC3 es un gen muy conocido para miocardiopatias y la variante p.(Arg726Cys), asi como

otras variantes en este gen, ya habia sido descripta en individuos con fenotipos compatibles con

el del paciente PID 351 [227-234]. Particularmente, esta variante se hallé en un individuo con

miocardiopatia hipertréfica (MCH) asintomatica (es decir sin disnea, angina, fatiga palpitaciones
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sincope, etc.) [235]. Asimismo, se encuentra en ClinVar como VUS en 4 pacientes: 1 con MCH,
1 MCH vy ventriculo izquierdo no compactado y 2 pacientes en dénde solo se describe que
presentan miocardiopatia. Para este gen también se describieron pacientes con fenotipos
variables [212,233,234] y de destacar, se informaron variantes genéticas deletéreas en dos
pacientes con TDF que ademas poseian otra VUS en SOS71 y en ARVCF, respectivamente
[21,209].

La paciente PID 329 ingresd con un cariotipo 46,XX, y si bien no presentaba una cardiopatia
conotroncal, la presencia de fisura labio-alveolo palatina (FLAP) y sus dismorfias generaban
sospecha de un posible SDG. Se realizo inicialmente un MLPA cuyo resultado fue negativo y se
prosiguio con el analisis de la muestra por array-CGH ya que la paciente presentaba otras AC.
El estudio arrojé la presencia de una delecion en la regién 19q13.42913.43 (Tabla 21 y Figura
31A). Esta region contiene 53 genes que codifican proteinas, entre ellos el gen TNNI3. Segun el
equipo de ClinGen, este gen posee un score de 1 (evidencia leve) para ser clasificado como
haploinsuficiente. Los casos relevados en la literatura se corresponden con pacientes que
poseen variantes de pérdida de funcién asociadas a MCH (OMIM: 613690), miocardiopatia
restrictiva (OMIM: 115210) y miocardiopatia dilatada (OMIM: 611880-recesiva, 613286-
dominante) (Figura 31D). Otro genes relevantes delecionados en el intervalo, son el gen TNNT1
asociado a miopatia nemalinica de herencia principalmente AR y con un caso familiar reportado
con herencia AD [236] (Figura 31 D) y el gen DNAAF3 que esta asociado a disquinesia ciliar
primaria de forma AR (OMIM:614566). Las CC asociadas a DNAAF3 son principalmente aquellas

gue poseen alteraciones de lateralidad.

Esta region no se encuentra delecionada ni duplicada en bases de datos poblacionales como
DGV o gnomAD. Por otro lado, se reportaron 4 casos relevantes (por tamafo y contenido génico)
en bases de datos de pacientes que solapan con la region afectada en la paciente, 2 en la base
de datos de ClinVar (RCV001834407.1 clasificada como probablemente patogénica y
RCV000684089.1 como VUS, ambas sin fenotipo), 2 deleciones en la base de datos de
DECIPHER, el caso 257434 reportado como VUS que presentaba CIA, hipotiroidismo y DI; el
caso 421866 reportada como probablemente patogénica con fenotipo retraso global del
desarrollo (Figura 31B). El 5to caso comparable fue reportado por Chen y colaboradores [237]
en un estudio prenatal donde detectaron una delecion de novo en la misma region

19q13.42913.43 (Figura 31B). La paciente presentaba fisura palatina, micrognatia y retrognatia

118



CAPITULO IV - RESULTADOS

al nacer. A los tres meses, se encontraba bien y durante el seguimiento pediatrico, no manifesto

retraso psicomotor ni otras anormalidades en los érganos internos.
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Figura 31: Desbalance hallado por array CGH en el paciente PID 329. A: arriba, ideograma del cromosoma 19
abajo: resultado del array-CGH, el eje Y representa el logaritmo en base 2 de la relacion de fluorescencia
muestra/referencia. El eje X esta ordenado segun la coordenada cromosémica desde el telémero del
brazo corto p hasta el telédmero del brazo largo g. Los puntos rojos son las sondas cuya relacion se
encontraban por debajo del 0 y los azules aquellas que se encontraban por arriba de 0. Se representan
las sondas que se encuentran en la regiéon chr19:54568088-57330305 (GRCh37). La regién delecionada
en PID329 se marca con una linea roja. B: Regiones delecionadas en individuos descriptos en
publicaciones cientificas o reportados en bases de datos con su fenotipo. C: Regiones delecionadas en
individuos reportados en bases de datos. En B y C el color del intervalo describe la clasificacion reportada
para la variante: Rojo: Patogénica, probablemente patogénica, Gris: significado incierto; D: Genes OMIM
propuestos en la region como posibles candidatos del fenotipo. E: posicion del SNP reportado de
susceptibilidad en paciente con fisura de labio y paladar.

Existen 6 CNVs que, si bien no son comparables en tamafo por ser mas pequenas, estan
contenidas en el intervalo delecionado en la paciente de nuestra cohorte y reportadas como

patogénicas en las bases de datos. Una de ellas comprende a los genes TNNI3, TNNT1 y

119



CAPITULO IV - RESULTADOS

DNAAF3 en un paciente cuyo fenotipo era disquinesia ciliar. La siguiente en tamanio
(RCV000767680) comprende los genes TNNI3 y TNNT1 con caracteristicas clinicas de miopatia
nemalinica 5 de herencia AR. Las otras 4 deleciones (RCV000806573, RCV000708173,
RCV000817940, RCV001926033) reportadas comprenden parcialmente al gen TNNT71 y en
todos los casos los pacientes poseian miopatia nemalinica 5 AR. Compatible con estas
deleciones también se reporté una paciente portadora de una delecién pequena de 11 Kb en
homocigosis que comprende los genes TNNT1 y TNNI3[238]. Esta paciente presentaba miopatia

nemalinica, hipotonia y miocardiopatia dilatada (Figura 31C).

Entre los genes OMIM dentro de la region en analisis y sin fenotipo asociado hasta la
fecha, se encuentra el gen IL11(Figura 31D, barra gris). La IL-11 (Interleucina-11) es una
citocina que desemperfia un papel importante en la regulacion del sistema inmunologico
y en diversos procesos bioldgicos en el cuerpo. Aunque su funcion es diversa y compleja
se describié que la senalizacion WNT/B-catenina promueve la transicion de fibroblasto a

miofibroblasto mediada por TGF-$3 a través de la produccion de IL-11 [239].

Finalmente, de la identificacion de variantes genéticas de susceptibilidad en pacientes
con fisura de labio y paladar no sindromico [240] surge en particular un SNP, el
rs8102243, NC_000019.9:9.56039473A>G, que se encuentra en la regidén delecionada
en PID 329. Los genes mas cercanos a este SNP son TNNT1, TNNI3 y DNAAF3, todos

ellos delecionados en la paciente de nuestra cohorte (Figura 31E).

La variante novel (NM_000257.4):c.671A>T (Figura 32) en el exén 8 del gen MYH7 hallada en
el paciente PID 333 por SM predice el cambio de sentido p.(Asn224lle) en el dominio motor de
miosina y 11 predictores diferentes (MetaRNN, BayesDel_addAF, DANN, DEOGENZ2, EIGEN,
FATHMM-MKL, LIST-S2, M-CAP, MVP, MutationAssessor, MutationTaster y SIFT) coinciden en

que es una variante deletérea.

Las variantes en este gen estan ampliamente reportadas en la literatura como una causa de
miocardiopatia hipertrofica/dilatada familiar (MIM 192600) y miocardiopatia no compactada (MIM
613426), por lo que es altamente probable que esta variante novel explique el fenotipo observado
en este paciente (Tabla 23). Hasta la fecha se reportaron 543 variantes patogénicas de cambios
de sentido en este gen, en contraste con sélo 26 benignas [210,241]. Vepsalainen y
colaboradores describen una serie de casos y analizan que la region de la cabeza de la miosina
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(dominios SH3, motor y de union a actina) contiene sitios funcionales para la contraccién
muscular y, por lo tanto, desempefia un papel significativo en el funcionamiento de la molécula
[242]. Es por lo tanto l6gico pensar que la variante en esta regién ejerza un efecto perjudicial en
la capacidad de la miosina para cumplir su funcién en la contraccién muscular y, por lo tanto,

conducir a una enfermedad mas grave.
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Figura 32: Variante hallada por SM en el gen MYH?7 en el paciente PID 333. Arriba se muestra un diagrama de
la proteina MYH7 con los diferentes dominios SH3, motor, 1Q, coiled-coil (adaptado de Vepsalainen y
colaboradores [242]). Sobre la proteina se detallan las variantes reportadas. Los diferentes colores hacen
referencia al fenotipo que poseia cada paciente. Se destaca la variante novel hallada en el paciente de
nuestra cohorte con un recuadro negro. Por debajo, se visualiza el diagrama del gen con sus 40 exones
y el electroferograma parcial de la secuenciacion de Sanger del paciente PID 333. La flecha roja indica
la posicion de la variante.

Para el gen MYH?7 existe una adaptacién de los criterios de clasificacién de variantes del ACMG.
Teniendo en cuenta estos criterios particulares, la clasificacion de esta variante seria

probablemente patogénica [169].

El paciente PID 335 presentaba un fenotipo compatible con el sindrome de Costello (Tabla 25).

Este sindrome se incluye dentro de las Rasopatias, un grupo de sindromes causados por
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variantes patogénicas -principalmente de ganancia de funcion- en los genes implicados en la via
de sefalizacion RAS/MAPK. La variante hallada por SM (NM_002880.3):c.770C>T en el exén 7
del gen RAF1 (Figura 33) es una de las variantes mas reportadas en la literatura para este gen
y se ubica en el dominio rico en cisteinas. Los estudios experimentales demuestran que la
sustitucion p.(Ser257Leu) impide que el residuo 259 sea fosforilado, bloqueando la inactivacion
de RAF1[211,243].

S259F
s257L] | T260R T4911/R L613V
R256S P261S/L D486N/G l sem\l
e
CR1 CR2 CR3
T 4
RBD CRD I T [ S427G [Segmentodeactivacién T
Ser259 | Ser621
P207S Q335H 1448V E478K
R226|
NM_002880.3 YA I T
C.770C>T VA VA UV A VY
YYAYNV M VYV IV YUVY LYY NVUILYIY UL

Figura 33: Variante hallada por SM en el gen RAF1 en el paciente PID 335. Arriba se muestra el
diagrama de la proteina RAF1 con los diferentes dominios, CR: Regién conservada; RBD:
dominio de unién a RAS, CRD: dominio rico en cisteinas (adaptado de Pandit y colaboradores
[243]). Sobre la proteina se detallan las variantes reportadas. Se destaca la variante hallada
en el paciente de nuestra cohorte con un recuadro rojo. Por debajo, se visualiza el
electroferograma parcial de la secuenciacion de Sanger del paciente. La flecha roja indica la
posicion de la variante.

El paciente PID 362 no presentaba una cardiopatia conotroncal, pero la presencia de FLAP y sus
dismorfias generaban sospecha de un posible SDG. Se realizé inicialmente un MLPA cuyo
resultado fue negativo por lo que se prosiguié con el analisis de la muestra por array-CGH ya
que el paciente presentaba también ACM. El estudio arrojo la presencia de una delecion en la
region 3p21.31 (Tabla 21 y Figura 34).

Para esta region, Nevado y colaboradores resumen que las principales caracteristicas de los
pacientes serian la presencia de ceguera cortical, anomalias del SNC, fisura de labio y DI [173].
Se han descripto, sin embargo, pacientes con deleciones intersticiales raras que involucran la

region 3p21.31 [193-196,244], cuyos desbalances son variables en tamano, sin puntos de corte

122



CAPITULO IV - RESULTADOS

recurrentes y con fenotipos variables. La Figura 34B y la Tabla 26 resumen el desbalance y las
caracteristicas observadas en la paciente de nuestra cohorte en comparacion con otros
pacientes de la literatura y de diferentes bases de datos para los cuales se posee informacién

del fenotipo y de las coordenadas gendmicas que abarca la delecion.
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Figura 34: Desbalance hallado por array CGH en el paciente PID362. A: arriba, ideograma del cromosoma 3 con
la region delecionada marcada en rojo (3p21.31); abajo: resultado del array-CGH, el eje Y representa el
logaritmo en base 2 de la relacién de fluorescencia muestra/referencia. El eje X esta ordenado segun la
coordenada cromosdmica desde el telomero del brazo corto p hasta el teldmero del brazo largo g. Los
puntos rojos son las sondas cuya relacion se encontraban por debajo del 0 y los azules aquellas que se
encontraban por arriba de 0. Se representan las sondas que se encuentran en la regiéon chr3:41758803-
52305481 (GRCh37). La regién delecionada en PID 362 se marca con una linea roja. B: Regiones
delecionadas en individuos descriptos en publicaciones cientificas o reportados en bases de datos con
su fenotipo. El color del intervalo describe el fenotipo cardiaco: Rojo: pacientes con CC; Gris: pacientes
sin CC; Verde: genes OMIM propuestos en la region como posibles candidatos del fenotipo. En verde
claro se extiende la region ocupada por los genes MYL3, SMARCC1 y QRICH1 para facilitar la
comparacioén visual.
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Tabla 26: Comparacion de los fenotipos de pacientes hallados en la bibliografia con
deleciones que involucran la region 3p21.31 con el fenotipo del paciente PID362

Base de datos/ . . . . . Lovrecic 2016
publicacién Decipher Decipher 1 Decipher 2 Decipher 3 Esta tesis [196]
ID 293473 253934 379024 258176 PID 362 P4
Coordenadas 42167061- 42671667- 44149967- 44251270- 44948482- 45881062-
Chr3 (hg19) 46303826 47995168 46754514 47936671 49115809 48009576
Género M M M M M M
Retraso del ~ ) ) ) + )
crecimiento
Baja talla - - - - + -
Microcefalia - - + - - -
Retraso en el + B + B + +
desarrollo
Retraso en el habla - - - - - +
Di_scapacidad ~ ) ) + B +
intelectual
Autismo - - - + -
Hipotonia - - - - -
Hipotonia facial - - - - - -
Anomalia del cuerpo } ) ) ) ) Atrofia
calloso
Convulsiones - - - - - -
Reflujo B _ _ _ + -
gastroesofagico
RM cerebral anormal - - - - - +
Asimetria facial - - - - - -
Frente amplia - - - - - -
Cejas arqueadas - - - - - -
Hipertelorismo - + - - + +
Epicanto - - - - - -
Fisuras palpebrales - - - Descendentes | Ascendentes Descendentes
Puente nasal aplanado - + - - + -
Narinas Ante vertidas - - - - + -
Punta nasal bulbosa - - - - + +
Filtrum largo - - - - - -
Fisura de labio - + - - + -
Fisura de paladar - + - - + -
Micrognatia - + - - + -
Implantacién baja de *, anomalia del
oreias - pabellén - - + +
! auricular
CcC - SCIH - - CIA, CIV -
Clinodactilia del 5to ~ ) ) ) + +
dedo
Discapacidad visual - - - + - -
Atresia anal - + - - - -
Anomalia del Hipoglucemia,
sacro, hidronefrosis,
hidrocefalia, estenosis
hipospadias, Hipermetropia, pieloureteral,
Otro - . ) - . - Lo
hipoplasia renal, ptosis rifién izquierdo
costillas displasico,
supernumerarias, hipotiroidismo
blefarofimosis latente
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Base de datos/ . . . Glesser . . Haldeman 2009 Eto 2013
publicacién Decipher 6 ClinGen1 | Decipher 7 2014 [244] Decipher 8 ClinVar 3 [194] [193]
ID 248943 1 6nos157\;0 284462 1-01045 251232 RCV000448391.1 P3 Paciente 1
Coordenadas 45773561- 46768104- | 46852723- | 47780965- | 48311179- 48322672- 48326433- 48335484-
Chr3 (hg19) 48068283 47009805 50824570 48309270 | 50244657 48381992 51389570 50215391
Género F - F - F - E F
Retraso del B ) ) ) ) ] N .
crecimiento
Baja talla - - - - - - + _
Microcefalia - - - - - - - -
Retraso en el ~ ) ) ) . _ N N
desarrollo
Retraso en el
habla * - - - - - * *
Discapacidad + ) ) ) N ) . .
intelectual
Autismo - - - - - - - -
Hipotonia + - - - - -
Hipotonia facial - - - - - -
Anomalia del . .
- - - - - - Agenesia parcial -
cuerpo calloso
Convulsiones - - - - - + + -
Reflujo ~ ) ) ) . _ N i
gastroesofagico
RM cerebral ~ ) ) ) . _ N N
anormal
Asimetria facial - - - - + _ _
Frente amplia - - - - - - +
Cejas B ) ) ) ) ] N .
arqueadas
Hipertelorismo - - + - - -
Epicanto - - - - - -
Fisuras - - Descendentes - - - Ascendentes -
palpebrales
Puente nasal
- - - - - - - +
aplanado
Narinas Ante B ) ) ) ) ] . .
vertidas
Punta nasal
bulbosa } - - - - - + +
Filtrum largo - - - - - - +
Fisura de labio - - - - - - _
Fisura de B B } ) -, paladar } } }
paladar alto
Micrognatia - - - - - R + +
Implantacién +, orejas
i i - - posteriores y - - - R +
baja de orejas
rotadas
CcC - + TGV, CIA SCHI - - - CIv
Clinodactilia del + ) ) ) ] . . .
5to dedo
Dlsca_paC|dad ~ ) + _ ) ] N i
visual
Atresia anal - - + - - - - R
Movimiento
anormal de ojos, Marcha
Otro - - Ptosis - Macroglosia - Pale fundi, -
ataxica,
electroencefalo_ L
sinofris

grama anormal
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Base dedatos/ | jihorg | Lee 2018 [195] | Decipher10 | Eto 2013 [193] ClinVar 2 Total
publicacion
ID 390414 P21 255455 paciente 2 RCV001033498
N/Total (%)
Coordenadas 48456307- 48770345- 48488706- 49129830- 49158649-
Chr3 (hg19) 50156383 50237479 48536200 50440305 49570642
Género F - M F -
Retraso del
crecimiento * ] ] * ] 419(21%)
Baja talla - - - - - 2/19(10%)
Microcefalia - - + - - 2/19(10%)
Retraso en el + + B + ) 9/19(47%)
desarrollo
Retraso en el habla - - - + - 5/19(26%)
Discapacidad o
intelectual ) ) " * ) 6/19(31%)
Autismo - - + - - 3/19(16%)
Hipotonia - - - + - 5/19(26%)
Hipotonia facial - - - - - 2/19(10%)
Anomalia del cuerpo ) ) _ ) ) 2/19(10%)
calloso
Convulsiones - - - + - 3/19(16%)
Reflujo
gastroesofagico ] ] j ] ] 2/19(10%)
RM cerebral anormal - - - + + 4/19(21%)
Asimetria facial - - - - - 2/19(10%)
Frente amplia - - - - - 2/19(10%)
Cejas arqueadas - - - + - 3/19(16%)
Hipertelorismo - - - + - 7/19(37%)
Epicanto - - - + - 3/19(16%)
Fisuras palpebrales - - - Ascendentes - -
Puente nasal aplanado - - - - - 3/19(16%)
Narinas Ante vertidas - - - - - 2/19(10%)
Punta nasal bulbosa - - - - - 4/19(21%)
Filtrum largo - - - - - 2/19(10%)
Fisura de labio - - - - - 3/19(16%)
Fisura de paladar - - - + - 3/19(16%)
Micrognatia - - - + - 5/19(26%)
Implantacion baja de ) ) _ ) o
orejas + 6/19(31%)
CC - - - CIA, DAP - 7/19(37%)
Clinodactilia del 5to o
dedo - - - - - 3/19(16%)
Discapacidad visual - - - - + 4/19(21%)
Atresia anal - - - - - 2/19(10%)
Dismorfias Hipocalcemia
faciales, midgut po L
otitis media . )
volvulus, Distrofia
; aguda
o Regiones muscular de
tro - - recurrente, )
edematosas U cinturas-
deficienciadela | . ) .
recurrentes en distroglicanopatia
: hormona del
el pie, lamanoy .
) crecimiento
el labio

ID: identificador del individuo en base de dato o publicaciéon, M: masculino, F: femenino. RM: Resonancia
Magnética, CC: cardiopatia congénita, +: caracteristica descripta, - : caracteristica no descripta, SCHI:
Sindrome del Corazoén lzquierdo Hipoplasico, CIA: Comunicacién interauricular, CIV: Comunicacion
interventricular, TGV: Trasposicion de grandes vasos.
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Los datos actuales apoyan la idea de que los pacientes presentan un amplio espectro de
alteraciones y manifestaciones clinicas respecto de las reportadas en una primera instancia por
Nevado y colaboradores [173]. Se han descripto mas de 26 pacientes portadores de deleciones
intersticiales raras que involucran la region 3p21.31. En particular, se destacan 6 pacientes de
bibliografia de los cuales 2 presentaron deleciones dentro del rango de la delecion del paciente
de nuestra cohorte [196,244], en otros 3 la region delecionada se superpone parcialmente y 1
presentd una delecion adyacente [193—195] (Figura 34B). En la base de datos DECIPHER [245]
existen 12 reportes de individuos con deleciones de diferentes tamanos y puntos de corte en
3p21.31, pero soélo para 8 se describen las caracteristicas clinicas (Figura 34B y Tabla 26). En la
base de datos de ClinGen hay 2 individuos publicados con desbalances en la regién: uno de ellos
presenta una delecion en el rango de delecidén del paciente descripto en esta tesis para el cual
se describe la clinica que presenta y el otro se superpone con la region afectada pero no esta

clinicamente descripto.

Entre los genes presentes en la region el unico curado como haploinsuficiente por el grupo de
expertos de ClinGen esta el SETD2 (ISCA-13427) (Figura 34B), que codifica para la principal
metiltransferasa de histona que cataliza la trimetilacion de H3K36. Variantes en SETD2 se
asocian al sindrome de Luscan-Lumish (OMIM:616831), una afeccion que se caracteriza por
trastornos del neurodesarrollo y crecimiento excesivo, si bien se describieron varios casos de
variantes con aparente pérdida de funcién (LOF) en este gen en individuos que no presentaban
crecimiento excesivo, pero si trastornos del neurodesarrollo. Otras caracteristicas presentes en
pacientes con variantes LOF en SETDZ2, son macrocefalia, DI, trastorno del espectro autista
(TEA), retraso del habla, convulsiones, hipermovilidad articular, hirsutismo y la presencia de
nevos [246—254]. Este gen sin embargo no explica la variabilidad fenotipica detectada en los
pacientes con desbalances en la regién. De hecho, Eto y colaboradores postulan que “Debido a
que la constelacion de caracteristicas es bastante unica, las manifestaciones clinicas de los
pacientes con microdeleciones de 3p21.31 serian clinicamente reconocibles como un sindrome

de delecion de genes contiguos” [193].

Otro gen presente en la region es TREX1 (Figura 34B) que codifica una proteina nuclear con
actividad exonucleasa 3' -5'. Esta proteina desempenfaria un papel en la reparacion del ADN y
en la correccion de errores de la ADN polimerasa. Las mutaciones en este gen estan
relacionadas con el sindrome de Aicardi-Goutieres con herencia AR (OMIM:225750). La

aparicion neonatal esta asociada a variantes de cambio de sentido y se manifiesta como
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microcefalia progresiva, espasticidad, postura distonica y profundo retraso psicomotor. A menudo
los pacientes fallecen durante la primera infancia. Asimismo, este gen se asocia con
susceptibilidad a lupus eritematoso con herencia AD (OMIM:152700), vasculopatia retiniana con
leucoencefalopatia cerebral (RVCL) y manifestaciones sistémicas (OMIM: 192315) y otras

enfermedades del sistema inmunoldgico [255].

La RVCL es un trastorno genético raro con un patron de herencia autosomico dominante que se
caracteriza por una endoteliosis microvascular que afecta al cerebro, la retina, el rifidén y otros
microvasos sistémicos. Variantes que alteran el marco de lectura en la regién del carboxilo
terminal de la proteina contribuyen a la RVCL. La proteina TREX1 mutada mantiene la actividad
de exonucleasa, pero existiria una localizacién aberrante de la proteina mutada debido a una
translocacion defectuosa al nucleo en respuesta al dafio oxidativo del ADN que se asociaria con
la endoteliosis microvascular sistémica que presentan los pacientes con RVCL. Si bien la
haploinsuficiencia de TREX1 aun no fue evaluada por el grupo de especialistas de ClinGen,
existe la posibilidad que la delecidn devele la presencia de variantes en el otro alelo aumentando

la variabilidad del fenotipo de la region.

Respecto de los posibles genes candidatos en esta regidén que podrian estar implicados en la
patogénesis de la CC, del analisis realizado a partir del solapamiento de deleciones de pacientes
con CC, proponemos 3 genes, el MYL3, el SMARCC1 y el QRICH1 (Figura 34B), como posibles
genes candidatos que podrian tener implicancias con este fenotipo. A continuacion, se enumeran

las evidencias cientificas para esta propuesta.

MYL3: En la Figura 34B y la Tabla 26 se detalla que este se encuentra delecionado en 7
pacientes, de los cuales 4 presentan cardiopatias (Decipher 7 y 1, ClinGen 1 y el paciente PID
362 de nuestra cohorte). En particular, el paciente ClinGen 1 sélo posee delecionado MYL3. Este
gen codifica la cadena liviana 3 de la miosina, que junto con MYL2 se postula que influyen en la
eficiencia mecanica del ciclo de puentes cruzados de miosina y la velocidad de contraccion [256].
Ademas, estas 2 proteinas regularian la produccion de energia a través de un mecanismo
dependiente del calcio [256]. Se reportaron variantes en MYL3 como causales de MCH de forma
AD y AR (OMIM: 608751), miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho
(MONDO:0016587) y miocardiopatia dilatada (MONDO:0005021), ambas de forma AD. El grupo
de expertos de ClinGen en 2015 describe que la principal causa de la patogénesis en MYL3 seria
la presencia de variantes puntuales de cambio de sentido al afectar la interaccion con otros

componentes del sarcomero que respalde su haploinsuficiencia (ClinGen: ISCA-4377 curado en
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2015, [257-261]. Mas recientemente, Osborn y colaboradores [262] demuestran que variantes
LOF en homocigosis en MYL3 pueden ser la causa de una miocardiopatia AR. Por su parte, en
ClinVar a la fecha se reportaron 18 variantes LOF (cambio del marco de lectura, terminadores
prematuros y en un sitio candnico de splicing) que fueron clasificadas como variantes de

significado incierto en pacientes con MCH.

SMARCC1: este gen se encuentra delecionado en 7 pacientes de los cuales 4 presentan
cardiopatias (Glesser-2014, Decipher 1y 7 y PID362, Tabla 26 y la Figura 34B). En particular. El
paciente descripto por Glesser y colaboradores [244] posee delecionados 5 genes OMIM
completos (DHX30 OMIM:616423, CDC25A OMIM:116947, CAMP OMIM:60047, ZNF589
OMIM:616702) y 1 parcialmente delecionado (SMARCC1 OMIM:601732). De estos genes, solo
a SMARCC1 esta asociado a CC hasta el momento. Homsy y colaboradores [128], identificaron
por SM una variante de novo de cambio de sentido en SMARCC1 en un paciente con CC. Un
estudio realizado por Scot y colaboradores [263] demuestra que pequefias alteraciones en la
distribucion subcelular de SMARCC1, causadas por el transporte defectuoso de BBS6 (OMIM:
604896), conducen a defectos cardiacos congénitos en pacientes con sindrome de McKusick-
Kaufman. Por su parte, Gonzalez-Teran y colaboradores [264] hipotetizan que los determinantes
genéticos de las CC pueden encontrarse en los interactomas de proteinas como GATA4 y TBXS,
dos factores de transcripcion muy relacionados a CC. Luego de integrar datos experimentales
con resultados de datos genéticos del Consorcio Gendmico Cardiaco Pediatrico, hallaron un
enriquecimiento de variantes de novo en las proteinas que interactuan con GATA4 o TBX5. En
particular, 3 modificadores de la cromatina, BRD4, GLYR1 y SMARCC1, ocuparon los primeros
lugares entre las proteinas del interactoma con roles desconocidos en las CC. Estos genes
candidatos de CC se detectaron como interactores de GATA4, y fueron validados mediante co-
inmunoprecipitacion. Ellos sugirieron que, aunque la contribucion especifica de SMARCC1 a las
CC aun es incierta, su proteina SMARCC1 (también llamada BAF155), es un componente del
complejo BAF que orquesta muchos aspectos del desarrollo cardiaco [264]. Si bien el grupo de
expertos de ClinGen aun no evalud su haploinsuficiencia, existen publicaciones que demuestran

letalidad embrionaria temprana en ratones heterocigotas para Smarcc1 [265,266].

QRICH1: Este gen se encuentra delecionado en 8 pacientes de los cuales 4 presentan
cardiopatias (Eto-2013 [193] pacientes 1y 2, Decipher 7 y PID 362, Figura 34B y la Tabla 26).
Si bien el gen QRICH1 no esta curado como haploinsuficiente, se describe con herencia

autosdmica dominante donde variantes puntuales de perdida de funcion (LOF) son responsables
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del Sindrome de Ververi-Brady (OMIM# 617982). Las principales caracteristicas de este
sindrome son retraso en el habla, retraso motor moderado, dificultades de aprendizaje/ligera
discapacidad intelectual, autismo, microcefalia leve, baja estatura y déficits notables en el
comportamiento social [267—-269]. Estas caracteristicas son compatibles con las que presenta el
paciente de nuestra cohorte, aunque no describen que posean cardiopatia. Curry y
colaboradores [270] describen un paciente con una variante en un sitio de splicing del gen
QRICH1 (NM_017730.3 c.1896-2A>G) predicha como de LOF. El paciente presentaba CIA,
micrognatia, leve DI, reflujo gastroesofagico y dismorfias. A favor de su implicancia en las CC,
se describieron variantes de pérdida de funcion en este gen en las bases de datos de pacientes.
Hasta la fecha se depositaron en la base de datos de Decipher 11 variantes en este gen. Si bien,
s6lo 8 pacientes poseen descripcion de fenotipo, el paciente 287612 presenta TGV entre otras

caracteristicas.

Finalmente, en la Figura 34B y la Tabla 26 se describen 3 pacientes con cardiopatias, pero cuyas
deleciones no se solapan entre si y que por lo tanto no comparten entre ellos genes candidatos.
Sin embargo, el paciente 2 presentado por Eto y colaboradores [193] posee una delecién que
involucra QRICH1, el paciente presentado por Glessner y colaboradores [244] involucra al gen
SMARCCT1 y el paciente reportado en la base de datos de ClinGen-1 posee delecionado el gen
MYL3. Asimismo, es interesante destacar que s6lo PID 362 y Decipher 7 tienen delecionados los
3 genes candidatos. Decipher 7 comparte la TGV con la paciente Decipher 287612 que posee
una variante puntual en QRICH1 y la CIA con la paciente PID 362 de nuestra cohorte y con la

paciente presentada por Curry y colaboradores que posee una variante LOF [270].
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Esta tesis se desarrolla en el contexto de dos proyectos de investigacion independientes de
relevancia para la salud publica relacionadas con las causas genéticas asociadas a CC. En el
primer grupo de pacientes que estudiamos, propusimos una investigacién que tenia alcance
federal con el objetivo de incluir pacientes de diferentes regiones del pais. Nuestra intencion fue
que este proyecto se concrete dejando establecida una red de derivacidn que permita a los
pacientes acceder a evaluaciones especializadas después de que finalice el estudio.

En una segunda etapa, asumimos el objetivo de conectar principalmente las maternidades
ubicadas en la regidon VI de la provincia de Buenos Aires y la maternidad Sarda de CABA con los
laboratorios del Hospital El Cruce y del Centro Nacional de Genética Médica (CNGM). La region
VI de la provincia de Buenos Aires presenta el mayor numero de nacimientos en todo el pais, y
la maternidad Sarda es la principal maternidad del ambito publico de CABA. Esta iniciativa tuvo
como proposito principal aumentar la conciencia sobre las AC en general, y las ACM y CC en
particular, y destacar la importancia de su diagndstico temprano en el contexto de la atencidn
perinatal. Teniendo en cuenta los datos aportados por la RENAC, esperabamos reclutar
aproximadamente 180 muestras de pacientes con ACM y CC aisladas cada afio. Finalmente, se
reclutaron un total de 380 muestras en el transcurso de los cuatro afios del proyecto, de las

cuales 254 se utilizaron especificamente para la presente tesis.

Como se mencionara precedentemente, las CC constituyen las AC mas frecuentes y una de las
principales causas de mortalidad perinatal. De acuerdo con los datos de la RENAC
(comunicacion personal -[271]), la prevalencia de nacidos con CC en nuestro pais en el periodo
2009-2018 fue de 4.92 /1000 nacimientos y la prevalencia al nacimiento de CC severas de
1.15/1000.

Un gran numero de pacientes con CC no presentan una etiologia conocida. Sin embargo, se
describié que alrededor del 2.7% de los pacientes poseen antecedentes familiares (~2.7%) [61]
ya sean casos sindromicos o con CC aisladas. Estas observaciones son consistentes con la

contribucion de factores genéticos en el desarrollo de la patologia [107].

Entre las causas genéticas identificables de CC, se observan anomalias cromosémicas en el 8%
y el 13% de los pacientes [50,52,70]. Asimismo, entre el 13 y el 18% de los pacientes que
presentan CC conotroncal (20 al 30 % de las CC al nacimiento y primera causa de cianosis de
origen cardiaco durante el primer afio de vida), presentan una delecién en la regién 22q11
[70,118-120,272].
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, en la primera parte del proyecto de tesis, se incluyeron
pacientes que presentaban CC conotroncales derivados de 4 regiones de todo el pais (Grupo A)
para quienes se analizé la posible presencia de anomalias cromosdmicas mediante técnicas de
citogenética clasica, se investigo la presencia de la delecidon 22911 -la CNV de presentacién mas
comun- y se estudiaron otros posibles desbalances reportados en la literatura. Avanzando con
el trabajo de tesis, ampliamos la inclusion a pacientes que presentaban todo tipo de CC derivados
de CABA, La Plata y la regién sanitaria VI de provincia de Buenos Aires (Grupo B),
implementamos la busqueda de CNVs en todo el genoma (luego de analizar la del 22q11 en CC
conotroncales) mediante la técnica de array-CGH en un grupo de pacientes con al menos otra
anomalia mayor y analizamos la presencia de variantes de secuencia en un conjunto de genes

implicados en CC mediante técnicas de SM en un grupo seleccionado de pacientes.

En el grupo A no se detectaron anomalias cromosoémicas en los pacientes estudiados. La
delecién en 22q11 fue analizada tanto por FISH como por MLPA en este grupo, y en ambos
casos los resultados fueron concordantes. Sin embargo, el MLPA brindé informacion adicional al
FISH al hallar deleciones no tan frecuentes en otras regiones del genoma. Es importante
mencionar, que en aquellos casos en que fracaso6 el cultivo necesario para la realizacion de
cariotipos y FISH, el MLPA fue exitoso. En conjunto, estos resultados indican la ventaja del uso
de MLPA, que ademas es mas rapido y sencillo de realizar.

La proporcién de pacientes con CCC con desbalances en la regidon 22q11, fue similar en ambos
grupos analizados (20.8% grupo A, 21.2% grupo B) y similares a lo reportado por otros autores
[119,120,272,273]. Otros estudios, sin embargo, reportan frecuencias mas bajas que oscilan
entre 2.5%-6.8% [274-276]. Estas diferencias podrian deberse a la proporcion de las distintas
CCC estudiadas en cada caso. Es sabido que la frecuencia de la delecién es mayor en pacientes
con TDF o con TAP que en pacientes que poseen TGV o DSVD [50]. Asimismo, se describid que
pacientes de origen hispanico poseen mayor frecuencia de esta delecion que otros grupos
étnicos [277].

Todos los pacientes que presentaron la delecion 22911 en el grupo A tenian la delecion tipica de
3 Mb. En el grupo B se hallaron también pacientes con deleciones mas cortas y con
duplicaciones, si bien en frecuencias mucho menores que la de 3 Mb, cuya frecuencia en otras
poblaciones es de aproximadamente 97% entre los pacientes que poseen delecién en esta
region [50,278]. Por otro lado, en el grupo A se hallaron desbalances en el brazo corto del

cromosoma 17 (17p), en concordancia con trabajos reportados para otras poblaciones [279,280].
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Sin embargo, estos desbalances no se hallaron en el grupo B. Una posible explicacion es que
en el grupo A se incluyeron pacientes de otras regiones del pais y que eso pudiera representar

una diversidad genética mayor.

En nuestro estudio, se encontraron desbalances en la region 22q11 en el 50% (Grupo A) y 55%
(Grupo B) de los pacientes que presentaron IAA, en el 38% (grupo A) y 40% (grupo B) de los
pacientes con CIV+AP, en el 33% (grupo A) y 42% (grupo B) de los pacientes con TAP y en el
14% (grupo A) y 24% (grupo B) de los pacientes con TDF, mientras que no se la hallé en ningun
paciente con TGV o DSVD en ninguno de los dos grupos. En una revision realizada por
Goldmuntz en 2020 [281], se describen proporciones de deleciones similares a las detectadas
en este trabajo en los diferentes grupo de cardiopatias analizadas (50-89% IAA, 34-41% TAP, 8-
35% TDF y <1% TGV. En ese trabajo no se estudiaron pacientes con AP+CIV, sino pacientes
con CIV subadrtica sin AP. El porcentaje de pacientes con Del22g11 fue mucho menor (7%) para

estos pacientes que para los estudiados en esta tesis que presentaban AP.

No hallamos que la Del22g11 se asocie diferencialmente si la cardiopatia es simple o compleja
en ninguno de los dos grupos. La frecuencia de desbalances en la region 22g11 fue mayor en
aquellos pacientes con CCC que presentaban al menos otra anomalia mayor extracardiaca (31%
vs.18% grupo A, 26% vs.19% Grupo B). Sin embargo, es importante destacar que el 50% de los
pacientes que presentaron desbalances en 22911 en el grupo Ay el 72% en el grupo B, la CC
era la unica anomalia mayor que presentaban los pacientes. Estas observaciones refuerzan la
importancia de este estudio en pacientes con CCC aisladas ya que en la mayoria de estos nifios
no se hubiera sospechado la presencia de la delecion a través de un fenotipo sugerente de un
sindrome. El diagndstico temprano contribuye a la prevencion y a un mejor manejo de las
posibles complicaciones posteriores, como ser la inmunodeficiencia, la hipocalcemia, el retraso
del desarrollo y del habla, trastornos del comportamiento y enfermedades psiquiatricas que se
observan con frecuencia en el sindrome de Del22q11 [282]. Estos signos clinicos que no son
evidentes al nacimiento, por lo que nuestros resultados son consistentes con el hallazgo de un
alto porcentaje de CCC aisladas entre los pacientes con la delecién, en donde la mayoria de los

pacientes fueron derivados en periodo neonatal (grupo B).

Los pacientes con SDG enfrentan un riesgo aumentado de enfrentar complicaciones tanto
durante como después de una cirugia cardiaca [283]. Esta realidad subraya la importancia critica
de identificar la presencia de este sindrome en pacientes con cardiopatias. Cuando se tiene

conocimiento de que un paciente tiene SDG, el equipo médico puede tomar medidas proactivas
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para mitigar los riesgos asociados. Esto implica una preparacion meticulosa y una planificacion
mas detallada antes de la cirugia, considerando las peculiaridades que este sindrome puede
aportar [283]. La informacion sobre la presencia de SDG permite que se implementen medidas
de prevencion especificas, pudiendo involucrar estrategias de manejo de infecciones, monitoreo
mas riguroso de factores como la funcién inmunoldgica, y una atencion mas focalizada en las
necesidades individuales del paciente [283]. En resumen, saber si un paciente tiene SDG no solo
permite una mejor preparacién para la cirugia, sino que también facilita una atencion mas
personalizada y atenta a los riesgos particulares asociados, permite una mejora en los resultados
y en la seguridad del paciente en el proceso de tratamiento cardiaco. En conjunto, estas
observaciones refuerzan la necesidad de realizar el estudio molecular en nifios con CCC al

nacimiento.

En el grupo B se estudiaron pacientes que poseian CC no conotroncal, pero con sospecha del
SDG. De un total de 15 pacientes que poseian CC aisladas, 4 presentaron desbalances en la
region. Cada uno de ellos presentaba una CC que ya habia sido descripta asociada al SDG:
estenosis de rama pulmonar, EP con CIA, CIV y DAP, anillo vascular y CIV con miocardiopatia
dilatada [358]. Por su parte, ninguno de los 9 pacientes analizados con CC no conotroncal y otra
anomalia mayor presento desbalances en esta region ni en las otras regiones incluidas en el kit
de MLPA utilizado.

El analisis por MLPA en combinacion con la secuenciacién de Sanger de la regién evidencié una
delecién parcial intersticial en el gen TBX1 que comprende al menos el exén 7 en 1 paciente -
PID 126- que presentaba ademas una TGV y una CIV. Existe mucha evidencia acumulada que
respalda el papel crucial del gen TBX7 en la génesis del SDG/sindrome velocardiofacial,
especialmente en lo que respecta a los defectos cardiacos. Entre las variantes reportadas a la
fecha se incluyen cambios de marco de lectura que llevan a la expresién de proteinas alteradas
[284—286], una delecion de 0.8 Kb y una delecion que afecta los exones 2 a 7 de este gen [287-
288]. El puntaje asignado por el panel de expertos de ClinGen a la haploinsuficiencia del TBX1
es de 2, valor indicativo que existe evidencia emergente que la respalda. Por lo tanto, el hallazgo
de la delecion en el paciente de nuestra cohorte contribuye significativamente a sumar evidencia

que sustenta la hipétesis de haploinsuficiencia en el gen.

Por la técnica de MLPA también detectamos una delecion de al menos 1 Mb en el cromosoma
17 en el paciente CHO010. Esta anomalia es conocida como sindrome de microdelecion 17p13.3
distal (ORPHA: 261257) o sindrome de Miller-Dieker. Burno y colaboradores [289] revisaron
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diferentes pacientes con desbalances en la region 17p13 descriptos en la literatura hasta el 2010
y sugirieron que deleciones terminales cortas que incluyen a los genes YWHAE o CRK provocan
un fenotipo variable que no necesariamente presenta la lisencefalia caracteristica del sindrome,
mientras que aquellas deleciones mas largas, que incluyen al gen PAFAH1B1, si la presentaban.
Si bien la técnica de MLPA no permite detectar los puntos de corte con precision, el hallazgo de
la delecién en el paciente de nuestra cohorte seria compatible con lo sugerido por los autores
del trabajo ya que el fenotipo del paciente era menos severo sin la presencia de lisencefalia y la

delecioén, a priori, no era visible citogeneticamente.

El desbalance en 17p13 se describidé por primera vez en 1988 en un paciente con una DSVD
[290]. Otra publicacion mas reciente, la reportdé en un paciente con AP+CIV [291] y los autores
proponen que el gen NXN -que mapea en la regiéon de la delecidn- seria el causal del fenotipo
cardiaco ya que la pérdida de este gen causa CC en ratones. Ademas, se describid que este gen
se expresa en el corazon humano y si bien se predice su haploinsuficiencia, al dia de hoy no esta
curado como tal [292]. Por otro lado, el papel de NXN en la via de sefalizacién candnica Wnt/[3-
catenina a través de la regulacion de la proteina Dishevelled y su rol a posteriori en la
sefalizacion del segundo campo cardiaco, sugiere también una a posible participacion de NXN
en el desarrollo cardiaco. Otras evidencias a favor de la causalidad de este gen en el fenotipo
cardiaco son las publicaciones de Silversides y colaboradores [293] que describen un paciente
que presentaba una pequefia delecidon de 544 Kb que solapa al gen NXN con la misma
cardiopatia (TDF) que el paciente de nuestra cohorte, y la de Chen y colaboradores [294] que
describen una paciente con TDF como parte de un fenotipo muy complejo compatible con el
sindrome de Miller-Dieker que presentaba una delecidén terminal citogeneticamente visible en
17p13.2.

La importancia de la incorporacion del analisis de CNVs mediante la tecnologia de array-CGH
en el diagndstico de pacientes con ACM es un elemento crucial en la evolucion de la medicina
genética. La evidencia cientifica respalda su eficacia y eficiencia en la deteccion de variaciones
genéticas significativas que pueden ser pasadas por alto con otras metodologias mas
tradicionales. y se ha convertido en una herramienta valiosa para alcanzar diagndsticos mas
precisos en un grupo de pacientes que, de otra manera, podrian quedar sin respuestas claras

sobre la causa de sus anomalias genéticas.

Es fundamental considerar que la deteccidon temprana y precisa de las causas subyacentes de

las ACM no solo tiene implicancias en el diagndstico y tratamiento de los pacientes, sino que
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también puede proporcionar informacion valiosa para asesorar a las familias en términos de
prondstico y planificacion de cuidados. Mientras que en los paises centrales este analisis se ha
convertido en el primer filtro en la deteccidon de alteraciones cromosdmicas [154], en nuestra
region, debido a consideraciones econdmicas y de recursos, se continua realizando el cariotipo

como paso inicial.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, y considerando que los costos son un factor
determinante, se implementé un enfoque selectivo y criterioso de tal manera de llevar a cabo el
analisis de CNVs mediante array-CGH analizando aquellos pacientes que a priori estimamos se
pudieran ver mas beneficiados con este analisis. Para tal fin, incluimos pacientes que
presentaban al menos dos anomalias mayores y para los cuales se disponia de una cantidad y
calidad adecuada de ADN para garantizar resultados 6ptimos y oportunos. A pesar de que el
analisis de CNVs se realiz6 en una etapa posterior al cariotipo, su inclusion en nuestro algoritmo
represento un avance significativo en la identificacion de alteraciones genéticas. Esta estrategia
nos permitid maximizar la eficiencia, optimizando los recursos disponibles. En este trabajo de
tesis, y gracias al tamizaje previo de la exclusion fenotipica de los pacientes con trisomias 21 asi
como al analisis de MLPA realizado con anterioridad que permitié detectar deleciones en 22911
y 17p13.3, se logré un uso mas eficiente y racional de los recursos. Los resultados presentados
subrayan los beneficios del analisis de CNVs por array en la poblacion de pacientes con ACM en
Argentina, y fortalecen la necesidad de considerar su implementacidn mas generalizada en

nuestro pais.

Nuestros resultados indicaron que el 20.9% de las muestras analizadas mediante array-CGH
presentaban CNVs patogénicas o probablemente patogénicas. Estos resultados son compatibles
con otros trabajos de la literatura [295-297], en donde se describe desbalances patogénicos que
oscilan entre el 4% y el 30 % de los casos analizado. De cualquier manera, se debe tener en
cuenta que los algoritmos de trabajo y de inclusion de pacientes, no necesariamente son los
mismos. Thienpont y colaboradores [295] describen desequilibrios patogénicos en el 30% de los
casos con CC, si bien, entre los casos detectados se encontraban deleciones y duplicaciones
22g11. En su revision, Breckpot y colaboradores [296] reportan una deteccion de CNVs mediante
array-CGH en el 19% de los pacientes con CC sindrémicas (entre las cuales estaban incluidas
deleciones en 22g11) y un 3% en no sindromicas. Recientemente, en la revision realizada sobre

525 neonatos, Findley y colaboradores [297] reportan un rendimiento diagndstico de los
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pacientes analizados mediante array-CGH que oscila entre el 4% y el 28%. Sin embargo, entre
los neonatos se detectaron trisomias 21, deleciones 22911y 17p13.3.

Entre las muestras analizadas, no se identificaron pacientes que compartieran la misma CNV.
Estos resultados son consistentes con el hecho que esta bien documentada una variabilidad
fenotipica considerable incluso para desequilibrios genéticos muy similares [298]. Se hallaron
también algunas CNVs que al momento de la realizacion de esta tesis fueron clasificadas como
VUS. Para estas CNVs, se llevara a cabo una revision periddica de la literatura para evaluar su

posible implicancia clinica.

Todas las CNVs clinicamente relevantes halladas en los pacientes de nuestra cohorte ya fueron
reportadas previamente en la literatura y en muchos de los casos el fenotipo fue compatible con
los sindromes asociados a esos desbalances. Por ejemplo, el paciente PID 41 que presentaba
una duplicacion 7g11.23 y un fenotipo compatible con caracteristicas previamente descriptas, o
el PID 167 con una ganancia completa del brazo largo del cromosoma 13 y fenotipo concordante
con las caracteristicas del sindrome de Patau. Sin embargo, y como ya mencionamos en la
seccion resultados y discutiremos mas adelante, el hecho de que algunas de estas CNVs no se
correspondan a CNVs recurrentes y presentan puntos de ruptura diferentes, contribuye a una
mejor definicion de la region critica y/o a una mejor comprension de la variabilidad fenotipica
entre los pacientes. De destacar, ademas, es que 4 pacientes (44% de los que presentaron
desbalances) poseian anomalias de un tamafo mayor a 5 Mb, superior al limite de resolucién
del analisis citogenético por microscopia. Sin embargo, en 2 de estos casos, al igual que en otros
2 con CNVs menores a 5Mb, no fue posible la determinaciéon del cariotipo por fallas en la
obtencion de metafases en el cultivo celular de sangre periférica. Se describié previamente que
las células de pacientes con anomalias cromosdmicas pueden presentar dificultades para crecer
en cultivo debido a una baja tasa de division celular, la entrada en anafase tardia o GO o induccién
de la apoptosis, lo que dificulta la determinacion del cariotipo [299-302]. En concordancia con
esos reportes, cuando se analizan pacientes con anomalias cromosomicas en mosaico mediante
FISH en interfase y técnica de bandeo G en metafase, se observa frecuentemente diferencias
en la proporcidon de las diferentes lineas celulares [302]. Por otra parte, los pacientes con
anomalias cromosomicas tienen mal pronostico de sobrevida, y es muy comun que no sea
posible la obtencion de una segunda muestra de sangre para la determinacion del cariotipo. Por

lo tanto, la aplicacion del analisis por array-CGH en esta poblacion de pacientes aumenta la
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probabilidad de arribar al diagnostico certero y constituye una valiosa posibilidad para el

asesoramiento genético oportuno.

Varios pacientes de nuestra cohorte en los cuales hallamos CNVs de relevancia clinica, poseian
caracteristicas diferenciales no necesariamente descriptas en la literatura o bien no presentaban
alguno de los rasgos clinicos ya reportados, que resulta interesante mencionar, asi como puntos
de rupturas de los rearreglos que nos permitieron definir genes candidatos asociados al sindrome

y/o alas CC.

En la paciente PID 2 se hallé una microdelecién que comprende la region 2924.2q31.1 cuyos
puntos de corte no habian sido reportados previamente en la literatura. Esta paciente compartia
algunas de las caracteristicas clinicas ya descriptas como ser rasgos dismoérficos, microftalmia y
CC [213,303,304]. Otras de las caracteristicas descriptas como las convulsiones, el retraso del
crecimiento o el autismo no fueron evaluadas ya que la paciente fue incluida en el estudio en una
etapa temprana del desarrollo. De cualquier manera, esta descripto que la presentacion clinica
en este sindrome puede ser variable. De hecho, sdélo la mitad de los pacientes con deleciones
de 2921931 presentan ataques epilépticos, las caracteristicas dismorficas reportadas son

variables [180,181] y alrededor del 40% de los pacientes estudiados poseian CC [305].

Recientemente, se ha propuesto a DLX1, DLX2, ATF2 y TTN como los principales genes
candidatos causales del fenotipo cardiaco asociado a deleciones en esta regiéon [213]. De estos
cuatro genes, solo TTN esta curado como haploinsuficiente por el grupo de experto de ClinGen
(ISCA-33419) debido a la presencia de variantes LOF y de deleciones en pacientes con MHC y
dilatada. El paciente descripto en esta tesis no presenta una miocardiopatia y no posee
delecionado el gen TTN, pero si los genes DLX.

Los genes DLX forman parte de una familia implicada en la regulacién del desarrollo de los tejidos
craneofaciales y la formacion de extremidades en vertebrados [306-308] y jugarian un papel
importante en el desarrollo del corazén debido a su influencia en la migracion de células de la
cresta neural [307,309]. A la fecha no hay descriptas variantes puntuales en los genes DLX1 y 2
asociados a CC en bases de datos de pacientes como DECIPHER vy ClinVar, se identificaron
variantes de secuencia en DLX6 en pacientes con TDF [310]. Si bien aun no existe suficiente
evidencia para que los genes DLX puedan ser considerados como haploinsuficientes segun los
expertos de ClinGen (DLX1: ISCA-34910, DLX2: ISCA-2346), el hallazgo de la delecion en esta

paciente sumaria evidencia a la propuesta de que estos genes podrian influenciar la apariciéon
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de CC [213]. En forma analoga, el hallazgo de esta CNV le restaria peso a la influencia de los
genes TTN y ATF2 en la aparicidon de las CC, ya que si bien se encuentran delecionados en el

caso reportado por Zhu y colaboradores [213] no lo estan en la paciente de nuestra cohorte.

Es interesante destacar que en los casos revisados por Pescucci y colaboradores [304], 6
pacientes presentaron CC y FLAP (o una anomalia del paladar) y 5 casos presentaban ausencia
de ambas. La relacidén entre estas anomalias congénitas ya fue descripta previamente [311].
Asimismo, se reportd que los embriones de ratones expresan los paralogos DIx71y DIx2 en el
primer arco faringeo [312], y que aquellos que carecen de las actividades de estos genes
(ratones DIx1/27") presentan paladar hendido [313]. Por su parte, Gaczkowska y colaboradores
detectaron una asociacion del gen DLX1 con el riesgo de fisuras orales en humanos [314].
Considerando estos antecedentes, proponemos que estos dos tipos de defectos presentes en el
paciente de nuestra cohorte -y en 6 casos reportados por Pescucci y colaboradores [304]-
tendrian una misma etiologia que se asociaria con la delecion de uno o ambos genes DLX. DLX
ejerceria una funcién en las células del primer arco faringeo, lugar (en el 1er y segundo arco)
donde se ubican las células del mesodermo faringeo que migran para formar el corazén. Es
importante, por lo tanto, seguir sumando casuistica para entender en profundidad la posible

implicancia de estos genes en los mecanismos subyacentes en las cardiopatias.

Otro ejemplo para destacar, son los resultados obtenidos en la familia de PID 100 que arrojaron
la presencia en ambas pacientes afectadas con MMIHS de 2 variantes patogénicas: una delecién
de 5 pb heredada de la madre y una delecion de 643 Kb en 16p13.11 que contiene los genes
MYH11, NDE1 y ABCC6 heredada del padre. En la actualidad se han reportado solo 7 casos,
incluyendo las 2 pacientes de nuestra cohorte, que poseen MMIHS y variantes en MYH11
[183,197,214,215,218]. Si bien la mayor parte del fenotipo MMIHS se explica por la herencia AR
de este gen, las pacientes de nuestra cohorte presentaban también una CIA, fenotipo no

asociado al gen MYH11 hasta la fecha.

La CIA es una cardiopatia congénita cuya aparicion se debe a diversos factores, tanto genéticos
como ambientales. Luego de la revision realizada de los casos reportados en las bases de datos
gue poseen deleciones de los genes presentes en el intervalo delecionado en las pacientes, no
parece haber una asociacion directa entre la CIA y la haploinsuficiencia de MYH11, NDE1 y
ABCCE6 individualmente o de los tres como sindrome de genes contiguos. Sin embargo, si se
tiene en cuenta a los pacientes reportados que presentan megacystis fetal y aunque no se

dispone de evidencia que sugiera que las variantes en MYH171 den lugar a CIA, se observa que
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el 10 % tiene defectos cardiacos y un 1 % posee defectos septales [315]. Estas observaciones
sumarian evidencia a la asociacion del fenotipo megacystis con las CC.

Por otro lado, MYH11 se asocia de manera AD a cardiopatia aortica hereditaria TAAD
(OMIM:132900) y al DAP [50]. Este fenotipo tiene heterogeneidad de locus y entre los genes
implicados en esta heterogeneidad se encuentra el ACTA2 (OMIM: 611788) que codifica para la
alfa actina 2 que es propia del musculo liso. Se ha demostrado que el gen ACTAZ2, que esta
relacionado estructuralmente con MYH11 en la aorta y que es una causa de TAAD, esta también
implicado en la aparicion de DAP [316-318]. También se observaron algunas variantes
relacionadas con la aparicion de CIA [318,319]. Aunque estos dos genes tienen funciones
distintas, la heterogeneidad de locus para TAAD podria sugerir un posible vinculo similar con
CIA, sin descartar la posible contribucién de otros factores genéticos y/o ambientales en su

desarrollo.

Como ya se nombrara, el paciente PID 149 destacaba por su fenotipo complejo con una poliposis
intestinal que también presentaban su padre y su abuela paterna. El analisis del array-CGH
mostré una delecion en el gen APC (OMIM # 175100) heredada de su padre, que probablemente
conduce a una proteina no funcional o a la degradacién de su ARNm por NMD. Si bien hay poca
informacion que vincule directamente al gen APC con cardiopatias congénitas, se postulo que,
durante el desarrollo tardio del corazon, la delecion de APC en las células del miocardio afecta
la proliferacion celular y la senalizacidon de B-catenina, un efector nuclear de la via de sefalizaciéon
de Wnt, que tendria consecuencias en el desarrollo adecuado del corazén [220]. Sin embargo,
en los pacientes con variantes de pérdida de funcién o deleciones en APC no suelen reportarse
CC. Como sugieren Capra y colaboradores [320], cuando los hallazgos no concuerdan con el
diagndstico primario, existe la posibilidad que las caracteristicas clinicas del paciente se deban
a dos condiciones genéticas relativamente comunes o raras. En estos pacientes, un diagnostico

completo explica su fenotipo atipico y mejora su manejo clinico.

Considerando que la delecion no explicaba completamente el fenotipo del paciente, realizamos
SM y hallamos una variante patogénica en el gen EP300. Esta variante predice un codén de
terminacién prematuro en el ultimo exdn del gen que daria lugar a una proteina trunca. Las
variantes patogénicas en los genes CREBBP y EP300 son conocidas como causas del sindrome
de Rubinstein-Taybi (RTS) tipos 1y 2.

CREBBP y su paralogo EP300 son dos enzimas evolutivamente conservadas y funcionalmente
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relacionadas. Comparten una arquitectura de dominios similar que consiste en una serie de
modulos de union a proteinas y ADN, son dos reguladores estrechamente relacionados, se
expresan ampliamente dentro y fuera del sistema hematopoyético y pueden actuar como
activadores o supresores de tumores. Regulan diversas funciones fisioldgicas claves como la
apoptosis celular, la proliferacion y diferenciacion, la reparacion del ADN y la reprogramacion de
células somaticas [321].

Se describié que tanto las proteinas truncas como la ausencia de un alelo de CREEBP se
relacionan con la aparicion de RTS. El hallazgo de pacientes con microdeleciones de una copia
del gen CREBBP completo respaldan un modelo de haploinsuficiencia para los efectos de
CREBBP. Otra observacion interesante indica que un producto de proteina aberrante derivado
del alelo mutante inhibe la proteina de tipo salvaje, lo que respalda un modelo dominante

negativo de la enfermedad [322].

En el caso de EP300, las variantes en el dominio HAT se asocian con RTS tipo 2, mientras que
las variantes fuera de ese dominio pueden dar lugar a diferentes fenotipos. Aunque la variante
en este paciente estaba fuera del dominio HAT, sus caracteristicas coincidian con los sintomas
comunes de RTS tipo 2. Se describieron otras variantes de secuencia en EP300 rio abajo de la
que presenta el paciente de nuestra cohorte que se corresponden con cambios de marcos de
lectura o pérdida de coddn de terminacidn, y por ende con la generacion de un carboxi-terminal
de la proteina diferente [201,223] (RCV001027441.1). Estos pacientes presentaban un fenotipo
RST tipo 2 leve en lo que respecta a la DI y las anomalias esqueléticas asociadas a RTS
[201,223]. De destacar, es el hecho que el numero de variantes patogénicas reportadas en el
exén 31 de EP300 es bajo en comparacion con el tamarfio del exdn. Por lo tanto, se sugirié que
no se puede descartar que haya pacientes que no fueron considerados compatibles con los
criterios de inclusion de las cohortes estudiadas en busqueda de variantes en EP300 si las

variantes en este exon causan un fenotipo leve y variado [201].

Si bien no se puede descartar una interrelacion o sinergia entre la consecuencia de una delecién
en el gen APC y la variante en EP300 como una explicacion adecuada para la mayoria de las
caracteristicas que exhibia el paciente de nuestra cohorte, Lavery y colaboradores [322]
proponen que defectos en proteinas activadoras de la transcripcidén en vias importantes para el
desarrollo se vinculan con cinco genes que estan implicados en tres enfermedades epigenéticas
congénitas: el sindrome de Kabuki (tipo 1 [KMT2D] y 2 [KDMG6A]), el sindrome de Rubinstein-
Taybi (tipo 1 [CBP] y 2 [EP300]) y el sindrome de Kleefstra tipo 2 (KMT2C). Los componentes
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moleculares del complejo COMPASS KMT2C/D (Type 2 lysine methyltransferases complex of
proteins associating with Set1) y sus proteinas partners promueven la expresion génica de loci
especificos mediante la modificacion de la histona-3, generalmente fomentando configuraciones
eucromaticas activas. Modulan la actividad de diversos tipos celulares criticos para la
morfogénesis embrionaria, el desarrollo del sistema nervioso central y la supervivencia posnatal
y dependen funcionalmente de las enzimas de acetilacidén de histonas p300 (EP300/CBP) [322].
Los vinculos genéticos y moleculares entre estas enfermedades se fortalecen aun mas por la
considerable superposicion fenotipica observada en sujetos diagnosticados con estos
sindromes. Ademas de la DI y las anomalias conductuales, también se observan en una alta
frecuencia defectos estructurales claves como ser baja estatura, anomalias esqueléticas,
defectos cardiovasculares y defectos craneofaciales en las tres condiciones; las anomalias
craneofaciales son una caracteristica muy prevalente de las tres enfermedades. Si bien existirian
algunas caracteristicas faciales especificas de cada sindrome segun la literatura, en la practica
se observa una considerable superposicion de los rasgos clinicos en los sujetos diagnosticados
con estos sindromes. Asimismo, sugieren que ninguna caracteristica dismoérfica especifica se
considera patognomodnica para ninguno de estos diagndsticos y que la penetrancia/expresividad

de las caracteristicas individuales es heterogénea [322].

El paciente PID 134 en el que se hallé una delecion en el cromosoma 1 en la region p36 y una
duplicacién en el cromosoma 7 en la regiéon q35, presentaba algunas de las caracteristicas
clinicas compatibles con las descriptas en el sindrome de microdelecion 1p36 (como ser las
fontanelas anchas, orejas displasicas y la anomalia de Ebstein [187,188]) ademas de
hidrocefalia, CIV y RCIU, caracteristicas descriptas para los 2 desequilibrios [185-188,323]. El
nifio fallecio en el periodo neonatal y estimamos que probablemente haya sido como resultado

de la sinergia de los cambios de dosis debidos a ambos desequilibrios.

La monosomia 1p36 es uno de los sindromes de microdelecion mas frecuentes, con una
incidencia aproximada de 1 cada 5000 nacimientos vivos. Este sindrome esta asociado con
rasgos faciales caracteristicos, anomalias cardiacas, convulsiones y retraso mental entre otros,
todos los cuales se cree que son el resultado de la haploinsuficiencia de genes dentro de la
region 1p36. El tamafo de la delecion varia desde aproximadamente 1.5 Mb hasta 10 Mb, con
los puntos de ruptura mas comunes ubicados en 1p36.13 hasta 1p36.33. Mas del 70% de los
pacientes con delecion 1p36 tienen una delecidén terminal, mientras que otro 7% poseen

deleciones intersticiales. Una proporcion de pacientes tiene un cromosoma 1 derivado en el cual
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el teldmero 1p es reemplazado por material de otro cromosoma, ya sea como resultado de una
reorganizacion de novo [324] -como el caso de este paciente PID 134- o como consecuencia de
la mala segregacién en la meiosis de una translocacién parental aparentemente balanceada
[325,326].

En el caso de la paciente PID 329 se hall6 una delecién en la region 19913.42913.43 cuyos
puntos de corte no habian sido reportados previamente en la literatura. Se han descripto casos
similares o comparables en tamafio y contenido génico en bases de datos de pacientes, algunos
de los cuales presentan sintomas y fenotipos compatibles con la delecién encontrada en esta
paciente, como ser retraso del desarrollo, fisura palatina y retrognatia. La delecién abarca un
total de 53 genes que codifican proteinas, entre los que se encuentra el TNNI3, que segun el
equipo de ClinGen posee leve evidencia para ser considerado haploinsuficiente. Se ha
observado que las variantes de pérdida de funcion en TNNI3 estan asociadas con distintos tipos
de miocardiopatia, incluyendo la hipertrofica, restrictiva y dilatada. Respecto de las CC, uno de
los pacientes reportados (DECIPHER, ID: 257434) poseia una CIA mientras que la paciente de
nuestra cohorte presentaba EP. Ademas de los genes relacionados con cardiopatias (ver secciéon
resultados), en este intervalo mapea el gen IL11, que desempeia un papel clave en la regulacién
del sistema inmunoldgico y en varios procesos bioldgicos. Aunque no se ha asociado un fenotipo
especifico a este gen hasta la fecha, investigaciones recientes sugieren su importancia en la
transicion de fibroblastos a miofibroblastos mediada por TGF-B, que se ejerceria a través de la
produccion de IL-11 [239]. Pero el papel mas estudiado hasta la fecha de esta citocina es su
relevancia en respuesta a lesiones cardiacas, como el infarto de miocardio y la hipertension,

donde se observa un aumento significativo en la expresion de IL-11 en el corazén [327].

El paciente PID 362 present6 una delecién en la region 3p21.31 y fue descripto en detalle en la
seccion resultados en comparacion con otros casos reportados con deleciones en esta region.
El analisis de nuestro paciente, asi como la revisidén bibliografica realizada en esta tesis, nos
permite describir que los rasgos fenotipicos de los pacientes con deleciones en esta regidén son
muy variables. Las caracteristicas halladas mas frecuentemente son: retraso en el desarrollo
(47%), hipertelorismo (37%), CC (37%), discapacidad intelectual (31%), implantacién baja de
orejas (31%), retraso en el habla (26%), hipotonia (26%) y micrognatia (26%). Proponemos,
ademas, que 2 de los genes que mapean en este intervalo, SETD2 y TREX1, se asociarian
principalmente al fenotipo no cardiaco, mientras que otros 2, MYL3 y SMARCC1, estarian

implicados con las CC. Por su parte, QRICH1 tendria implicancias tanto en el fenotipo cardiaco
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como en el extracardiaco. La evidencia cientifica destaca que efectivamente existe mas de un
gen en la region implicado en CC y que si bien no es necesario que todos se encuentren
afectados para generar fenotipo, no se puede descartar un efecto sinérgico producto de la

ausencia de mas de uno de ellos [193].

El analisis de variantes puntuales se realizé en una primera etapa con el estudio de uno de los
genes para el que se poseia mas informacion de su implicancia en el desarrollo de las CC, el
gen NKX2-5. Este gen es un factor de transcripcion del tipo homeobox, es un regulador muy
importante del desarrollo cardiaco temprano y desempefia un papel crucial en la regulacion de
la expresion génica especifica del tejido necesario para el desarrollo del corazon en todas las
especies [328,329]. Por otro lado, fue el primer gen en el que se describié la presencia de

variantes puntuales en CC [330].

Los andlisis realizados para evidenciar cambios de secuencia en el gen NKX2-5 no arrojaron
presencia de variantes (incluyendo las noveles halladas) que en principio se asocien a la
afeccion. Sin embargo, se describio que algunas variantes que no producen cambio de
aminoacidos (variantes sindbnimas) podrian ejercer un efecto modulador sobre la funcién del gen
como factor de transcripcién [331,332]. De cualquier manera, el hallazgo de variantes noveles
en individuos de nuestra poblacion amerita el analisis de mas individuos a los efectos de
establecer sus posibles implicancias en la patogenia de las CC. Por otro lado, si bien se describio
que alrededor del 5-20% de los pacientes con CC presentan variantes puntuales como causa de
su afeccion, las mismas son mas frecuentes en pacientes con antecedentes familiares o
sindromicos [125,137,138]. Asimismo, se espera que el numero de pacientes que presenten
variantes en un determinado gen sea reducido debido a la cantidad de genes implicados en la
patologia, por lo que seria necesario el analisis de un numero elevado de individuos en cada

Ccaso.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se seleccionaron entonces pacientes para ser
estudiados mediante secuenciacion masiva de nueva generacion que permite el analisis de
varios genes en paralelo. La seleccidon de los pacientes comprendié un analisis exhaustivo de su
fenotipo realizado en conjunto con los médicos genetistas, para incluir aquellos pacientes que
nuevamente pudieran beneficiarse con mayor probabilidad de este analisis ya que, al igual que
la metodologia de array-CGH, esta metodologia aun es muy costosa en nuestro medio en

especial en el ambito de la salud publica.
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Nuestros resultados arrojaron la presencia de 10 variantes patogénicas o probablemente
patogénicas y 2 variante de significado incierto en 11 de los 17 (64,7%) pacientes analizados (1
paciente del grupo Ay 16 del grupo B). Para las VUS, al igual que para las CNVs de significado
incierto halladas, se realizara un relevamiento periddico de la literatura a fin de estimar su posible

implicancia clinica.

En 2021, Mone y colaboradores [333], llevaron a cabo un estudio prospectivo en pacientes con
CC detectadas prenatalmente en el que analizaron un total de 197 trios (compuestos por el feto,
el padre y la madre) que se sometieron a SM después de haber obtenido resultados normales
en los analisis de array-CGH vy cariotipo. Los resultados revelaron un rendimiento diagnodstico
adicional para todos los casos de CC del 12,7%, 11,5% para CC aisladas y del 14,7% para CC
asociadas con otra AC. Ademas, realizaron una revision bibliografica que abarcé 18 estudios con
un conjunto total de 636 casos de CC. En conjunto los rendimientos diagnésticos fueron del 21%,

11% y 37% para los mismos grupos, respectivamente.

Nuestro alto porcentaje de resolucion de la SM se explica fundamentalmente por el analisis
exhaustivo de los fenotipos y el conocimiento asociado de los genes que podrian estar
condicionando estos fenotipos. Asimismo, y si bien no fue excluyente, se priorizd la presencia de
otros afectados en la familia, asi como la posibilidad de poseer muestras de los progenitores a

fin de analizar si las variantes eran heredadas o de novo.

Si se organizan las variantes detectadas en grupos funcionales de genes, se hallaron 5 variantes
en genes estructurales/sarcoméricos (los genes MYH6, MYH7, MYH11, MYBPC3), 4 en los
genes de Rasopatias (3 variantes en PTPN11y 1 en RAF1) y 2 variantes en modificadores de
histonas (EP300 y KAT6B), todos ellos ampliamente reconocidos por su contribucion a la
patogénesis de las CC [50]. De destacar, es que de los 4 pacientes con variantes en los genes
de Rasopatias, 3 -PID 129,175,335- presentaban una sospecha clinica clara de Rasopatia al
momento de ser ingresados al estudio. El paciente PID114, por su parte, fue seleccionado por
sus caracteristicas fenotipicas que en conjunto generaban sospecha de una posible entidad

geénica.

En un estudio realizado por Calcagni y colaboradores [334], se analiz6 de manera retrospectiva
y observacional los expedientes médicos de 371 pacientes que habian recibido un diagnéstico
molecular confirmado de Rasopatia para evaluar como los genes mutados afectan la cantidad

de intervenciones médicas y el prondstico general en los pacientes. Los resultados revelaron que
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el riesgo de requerir intervenciones médicas era mas elevado en las personas con sindrome de
Noonan y EP que tenian variantes patogénicas en el gen PTPN11, si bien, la tasa de mortalidad
en general fue relativamente baja. No obstante, se observd una asociacion especifica entre la
MCH, obstrucciones en las vias de salida biventriculares y las variantes en este gen que parecia
estar vinculada a una mortalidad temprana, incluyendo eventos inmediatos postoperatorios y
muerte subita. Estos resultados resaltan que la identificacién precisa de la variante genética
subyacente en estos pacientes permite un enfoque de tratamiento altamente personalizado. El
diagndstico molecular proporciona informacion valiosa sobre el pronéstico de la enfermedad y
conociendo la causa genética, los médicos pueden anticipar posibles complicaciones y riesgos
especificos asociados con esa variante genética, lo que les permite brindar un mejor
asesoramiento y orientacion a los pacientes y sus familias. El diagndstico temprano de una
Rasopatia a través de pruebas moleculares permite una intervencién mas oportuna, ya que se
pueden implementar medidas preventivas y estrategias de monitoreo adecuadas para detectar y
abordar problemas médicos antes de que se vuelvan graves. Asimismo, el conocimiento
acumulado a través del diagnéstico molecular contribuye a comprender mejor las causas y los
mecanismos de estas enfermedades, lo que a su vez puede conducir al desarrollo de nuevas

terapias y tratamientos mas efectivos en el futuro.

Entre los genes relacionados a modificadores de histonas, ademas del gen EP300 ya discutido
anteriormente, se detectd una variante novel en el gen KAT6B en el paciente PID188 de novo.
Esta variante involucra una duplicacion de 2 pares de bases en el exén 18 que predice un codén
de terminacién prematuro y por ende muy probablemente una proteina trunca por situarse en el

ultimo exon.

El gen KAT6B codifica una histona acetiltransferasa que ademas de su actividad en la acetilacion,
también actua como activador y represor transcripcional. Hasta la fecha se reportaron en ClinVar
126 variantes patogénicas y probablemente patogénicas, principalmente del tipo LOF o que

generan una proteina trunca.

Actualmente se considera que variantes en este gen pueden dar lugar a un amplio espectro de
signos y sintomas. Los extremos del espectro estan relacionados con dos sindromes genéticos,
el GPS y SBBYS [226]. Se ha propuesto una lista de criterios para diferenciar ambos sindromes
donde los rasgos obligatorios que definen al SBBYS incluyen facies de mascara, blefarofimosis,
ptosis, epicanto inverso y pulgares largos y hallux [226,337]. Mientras que los signos que

mayoritariamente definen al GPS son la microcefalia con estrechamiento bitemporal y ojos
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prominentes, anomalias renales y agenesia del cuerpo calloso. Las CC se observan en
aproximadamente el 50% de los sujetos con cualquiera de los dos sindromes, siendo los defectos
mas frecuentes las CIA, CIV (como el que presentaba el paciente) y el FO permeable [226,337].
Las dismorfias faciales y pulgares largos/hallux como principales hallazgos en nuestro paciente
sugieren claramente el diagndstico de SBBYSS, y aunque los defectos cerebrales estructurales
son poco comunes en estos pacientes, no se considerd que la agenesia del cuerpo calloso que
presenta el paciente pudiera dar duda de su diagnéstico. Las variantes halladas en los pacientes
informados con SBBYSS se localizan principalmente en los exones 13, 17 y 18. Las variantes
que se encuentran en exones anteriores al exdn 18 generan haploinsuficiencia, mientras que las

mas distales en el ultimo exon son variantes del tipo de pérdida funcion [335-340].

En el paciente SA13 se detectaron 3 variantes de posible relevancia clinica, 2 clasificada como
VUS en MYH6 y MYH7, y 1 variante como probablemente patogénicas en VEGFA. A priori se
hipotetizé que el fenotipo complejo del paciente podria estar dado por la sumatoria de los efectos
sinérgicos de estas tres variantes heredadas de padres portadores. Asimismo, estimabamos que
al buscar las variantes en el hermano afectado sélo con TDF, se observarian una o dos de las
anteriores, compatible con la propuesta de una herencia oligogénica en CC [341-344].
Particularmente para los genes sarcomeros la presencia de multiples variantes en otros genes
sarcomericos puede resultar en un fenotipo clinico mas grave [359]. Sin embargo, ninguna de
las variantes estaba presente en el hermano afectado y los padres no lograron ser recontactados
por los médicos en Salta. Una posible explicacién es, que el fenotipo sea causado principalmente
por algun efecto ambiental u otra anomalia gendmica no detectable por estas técnicas en ambos
hermanos y que estas variantes complejicen el fenotipo de SA13. Existe también la posibilidad
de una falsa paternidad, situacion que muchas veces se descubre luego de este tipo de analisis

familiares.

Un hallazgo importante mediante SM fue Ila identificacion de la variante
(NM_000256.3):c.2176C>T en el gen MYBPC3 en dos pacientes no relacionados, uno de los
cuales presentaba TDF (PID 232), mientras que el otro tenia miocardiopatia no compactada (PID
351). En ambos casos, los pacientes heredaron la variante de sus madres asintomaticas,
compatible con el hecho que se describié penetrancia incompleta y expresividad variable para
variantes patogénicas en MYBPCS3, con individuos que no presentan ningun sintoma hasta
aquellos que presentan insuficiencia cardiaca y muerte subita [345]. Esta variabilidad se

encuentra tanto en la expresion fenotipica observada en pacientes con diferentes variantes de
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secuencia causales, como en los familiares que portan la misma variante. Incluso existen casos
reportados de gemelos idénticos que comparten la misma variante en MYBPC3 y que tienen
fenotipos y severidad de la enfermedad diferentes, o que sugiere un posible impacto de
diferentes factores en el desarrollo de la patologia [345]. Consistente con la penetrancia
incompleta y expresividad variable, Garcia-Castro y colaboradores [235] reportaron la misma
variante hallada en los pacientes de nuestra cohorte en una paciente con MCH asintomatica.
Considerando que ambos pacientes heredaron la variante de sus madres asintomaticas,
realizamos una busqueda de la posible expresion diferencial del gen de acuerdo al origen
parental, y a la fecha no existe evidencia de imprinting en este gen. Sin embargo, se observo
desbalance alélico a nivel de la proteina en algunos pocos casos de variantes de cambio de
sentido en MYBPC3 en pacientes con MCH [345]

De nuestro conocimiento, existen a la fecha s6lo 2 casos donde se asocia al gen MYBPC3 con
la TDF, pero en ambos casos, los pacientes poseian también otra variante en los genes SOS7 o
ARVCF [21,209]. Esta descripto, de cualquier manera, que variantes en genes sarcomericos
(conocidos por causar miocardiopatias) también se relacionan a CC. Algunos ejemplos son el
gen ACTC1y el MYH6 en casos de CIA familiar, variantes en MYH7 en pacientes con anomalia
de Ebstein, asi como variantes en MYH11 y DAP (generalmente en conjunto con TAAD). A su
vez, la haploinsuficiencia de la elastina (ELN) causa CIV en el sindrome de Williams, mientras
que las variantes patogénicas puntuales en este gen resultan en estenosis adértica supravalvular
y otras estenosis de grandes arterias sin un fenotipo sindromico [346—354]. Asimismo, Granados
y colaboradores [355] describen que estudios realizados en modelos animales que se centran
en genes que codifican varias proteinas contractiles apoyan la teoria que las proteinas
sarcomeéricas defectuosas expresadas durante el desarrollo cardiaco causan malformaciones
cardiacas. El mismo fendbmeno ocurre después de generar mutaciones en genes que codifican
sensores y transductores endoteliales de tension y de proteinas sensoras de contraccion y
tension muscular cardiaca. A la luz de esta evidencia experimental, los autores proponen que el
flujo sanguineo intracardiaco temprano es un factor epigenético en la morfogénesis cardiaca y
que su generacion defectuosa (es decir la contraccion, deteccién y transduccion) podria inducir

alteraciones morfologicas del érgano [356].

En concordancia con estas observaciones, nuestros resultados contribuyen al concepto de que
los genes asociados a las miocardiopatias también podrian explicar la base genética de la TDF

[209]. Finalmente, el probando presentaba agenesia parcial del cuerpo calloso y agenesia renal.
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Si bien no se encontré ninguna CNV u otra variante de secuencia clinicamente relevante, no
podemos descartar la participacion de variantes en otros genes no incluidos en nuestra lista de
genes de interés, o bien la presencia de variantes intrénicas que no se detectan por estas
técnicas y/o la influencia de factores ambientales durante el embarazo que pueden contribuir en

el desarrollo de las AC en el nifio.
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V1.1 CONCLUSIONES

Del estudio realizado en la presente tesis se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1.

De un total de 334 muestras ingresadas, se realiz6 el estudio de anomalias cromosomicas,
desbalances gendmicos y variantes puntuales en 236 pacientes con CC, hallandose
alteraciones de relevancia clinica en el 25.84% de los casos. El estudio de pacientes con CCA
y CC asociadas a otras anomalias congénitas no habia sido abordado mediante estos

algoritmos previamente en nuestro pais previamente.

En conjunto, se detecté la Del22g11 en el 21% de los pacientes con CCC, similar a lo

reportado por otros autores para las CCC.

La técnica de MLPA (kit P250) resulto ser mas efectiva que la técnica de FISH en la deteccion

de anomalias en la region 22g11. Ademas, permitié pesquisar otras regiones asociadas a CC.

La Del22g11 se detectd en una mayor proporcion en pacientes con IAA (52.6%), con CIV+AP
(38.7%) y TAP (38.5%). No se detectd esta delecion en ningun paciente con TGV ni DSVD.

El 63.4% de los pacientes que poseen algun desbalance en 2211, presentaron como unica

anomalia mayor la CC.

Se detecto la Del22g11 en 4 pacientes (11%) que poseian CC aisladas no conotroncales con

sospecha de SDG.

. El analisis por MLPA en combinacién con la secuenciacion de Sanger evidencié un paciente

con una delecién parcial del gen TBX1 en un paciente con TGV.

El analisis de array-CGH evidencié que el 20.9% de las muestras analizadas tenian CNVs

clinicamente relevantes (patogénicas o probablemente patogénicas).

El 44% de los pacientes con CNVs de relevancia clinica, poseen desbalances gendmicos de
tamafos por encima del limite de deteccion del cariotipo. Estos resultados refuerzan la
importancia de utilizar esta técnica sobre todo en los neonatos con ACM dadas las limitaciones
técnicas que normalmente se encuentran para la realizacion de los cariotipos en este grupo

de pacientes.
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10.Se describieron 6 CNVs noveles (sin puntos de corte recurrentes): 5 deleciones, en 3p21,
19913, 5922, 15914 y 2924 y una duplicacién en 7q35.

11.Se aportd evidencia sobre genes candidatos para CC en tres de las regiones afectadas por
los desbalances noveles: en la region 2q24 para los genes DLX1 y DLX2, en la region 19q13
para los genes TNNT1y TNNI3 y en la regidn 3p21.31 para los genes MYL3, SMARCC1 y
QRICH1

12.Se amplié la descripcion fenotipica de las microdeleciones en 3p21.31 mediante una
descripcion exhaustiva del fenotipo del paciente y una revision bibliografica que permitié incluir
dentro de la variabilidad fenotipica a las CC hasta ahora no descriptas como fenotipos en

bases de datos ni en la bibliografia.

13. Se hallaron variantes de relevancia clinica o posible relevancia clinica en 11 de los 17 (64.7%)

pacientes analizados por secuenciacion masiva.

14.El 41% de las variantes detectadas por SM fueron en genes estructurales / sarcoméricos, el
33% en genes de Rasopatias y el 16% en genes modificadores de histonas.

15.Se describieron 5 variantes noveles en pacientes de nuestra poblacion en regiones
codificantes de los genes MYH6:¢.5276A>G, p.(Lys1759Arg), KAT6B:
c.4572_4573dupTA,p.(Thr1525llefsTer25), MYH11:¢.3143-2_3145delAGTGC, p.?,
EP300:c.7081C>T, p.(GIn2361Ter) y MYH7:c.671A>T, p.(Asn224lle). Ninguna de ellas se
encuentra descripta en bases de datos de poblacion general. Aquellas variantes que se
encuentran en la regién codificante afectan a aminoacidos altamente conservados segun los

scores de conservacion y los analisis bioinformaticos las predicen como deletéreas.

16.Se hallaron 7 variantes poco frecuentes de relevancia clinica o posible relevancia clinica
previamente descriptas en los genes VEGFA c¢.103G>T, p.(Glu35*), MYH?7: c.2599G>A,
p.(Glu867Lys), PTPN11:.c.1381G>A, p.(Ala461Thr), PTPN11.c.922A>G, p.Asn308Asp,
PTPN11:.c.181G>A, p.(Asp61Asn), MYBPC3: ¢.2176C>T, p.(Arg726Cys) y RAF1.c.770C>T,
p.(Ser257Leu).

17.Se describid el 5 y 6% caso de MMIHS con variantes patogénicas en MYH171 y los dos

primeros con CIA, asociando por primera vez este gen con defectos septales.
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V1.2 LIMITACIONES

Todas las técnicas tienen sus limites de resolucion, aun las mas recientes y poderosas técnicas
gendmicas como el array-CGH y la secuenciacion masiva. En el caso del array-CGH la resolucion
esta condicionada por la cantidad y el disefio de las sondas presentes en el soporte fisico. En
cuanto a la secuenciacién del exoma, a pesar de que se secuencian todas las regiones
codificantes, éstas representan aproximadamente sélo el 1% del genoma total. Esto implica que
no se posee informacion sobre las regiones regulatorias o intrénicas que podrian albergar
variantes que afecten la transcripcién o el procesamiento del ARN mensajero o regiones que
podrian estar involucradas en la arquitectura de la cromatina, entre otras. Las regiones repetidas
tampoco poseen buena resolucién mediante la secuenciacion de lllumina que fue medicante la
cual se analizaron los pacientes de esta tesis. Tampoco es posible confirmar si la posicién o la

orientacion de los exones es la correcta sin datos adicionales.

Otra de las limitaciones es que en el contexto de esta tesis no se llevaron a cabo ensayos
funcionales para las variantes noveles halladas. De cualquier manera, se estima realizar algunos

de estos estudios en un futuro cercano.

Nos enfrentamos también a la dificultad de no incluir en el estudio familias de gran tamafo que
permitieran establecer correlaciones significativas entre genotipo y fenotipo. La reconexién con
las familias de los afectados resultd también ser un desafio considerable debido a eventos como
defunciones neonatales, separaciones, mudanzas o desinterés por seguir relacionados con el
proyecto. Por lo tanto, es de vital importancia la inclusion de otros actores de la salud publica
tales como asistentes sociales, enfermeras/os y personal administrativo en este tipo de trabajo,

que se sumen a la logistica necesaria y asi garantizar la adherencia de las familias.

V1.3 RELEVANCIA

Teniendo en cuenta que la supervivencia en nifos con CC ha aumentado significativamente
desde la década de 1980 y que en la actualidad se espera que mas del 97% de los nifios con
cardiopatias congénitas alcancen la edad adulta -lo que destaca la necesidad de un manejo a lo
largo de toda la vida [357]- consideramos que esta tesis posee relevancia en varios aspectos, a

saber:
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POLITICAS E INTERVENCIONES SANITARIAS

1.

La posibilidad de identificar la causa de la CC evita un numero excesivo e innecesario de
consultas médicas en busca del diagndstico. Asimismo, permite orientar el tratamiento de
los pacientes y valorar los riesgos de recurrencia para eventualmente tomar decisiones de

planificacion familiar.

. El diagnéstico temprano de afectados con CCC aisladas que presentan Del22qg11 permite

un adecuado seguimiento clinico y contribuye al manejo y prevencion de las posibles

complicaciones posteriores.

La introduccién en el ambito publico del estudio de array-CGH y de la secuenciacion masiva,
permite definir la causa de la CC en pacientes que de otra manera hubieran permanecido sin

diagndstico.

FORMACION DE RECURSOS HUMANOS EN SALUD

La conformacion de un equipo multidisciplinario que incluya a meédicos genetistas,
cardidlogos, neonatologos, epidemiologos, citogenetistas, bioquimicos y bidlogos
moleculares para la investigacion de las causas de las CC, es de vital importancia para

arribar al diagndstico de los pacientes.

El desarrollo de nuevos protocolos de estudio que incluya a diferentes profesionales de la
salud permite extender este tipo de abordajes al estudio de otros afectados con CC.

La capacitacion profesional en la interpretacion de resultados de las nuevas tecnologias

gendmicas contribuye a su aplicacién en la practica clinica.

La informacion obtenida sobre las causas genéticas de las CC brinda al equipo de salud una

comprensiéon mas profunda de su etiologia.
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Capitulo VI - CONCLUSIONES

LA INVESTIGACION EN SALUD

1. La presencia de alteraciones genéticas como posible causa de la afeccion en nifios con CC
de nuestra poblacion se describe por primera vez en forma integral. Este enfoque integral y
de alcance nacional busca no solo mejorar el diagndstico temprano de pacientes con AC y
CC, sino también garantizar que los pacientes tengan igualdad de oportunidades de acceso
a los recursos y servicios necesarios para su atencion meédica y seguimiento. Ademas, al
establecer conexiones entre diferentes instituciones de salud y concientizar sobre estas
condiciones, esperamos contribuir significativamente a la salud publica y al bienestar de la

poblacion en general.

2. Con los resultados obtenidos, se inician nuevas lineas de trabajo tendientes a profundizar en

los mecanismos celulares y moleculares de las CC.

3. A partir de esta experiencia, es posible extender este tipo de abordajes a otras patologias de

origen total o parcialmente genético.
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ANEXO -1
CONSENTIMIENTO PARA ESTUDIO GENETICO (GRUPO A)

Lugar y Fecha

Informacion sobre el proyecto de investigacion

Las cardiopatias congénitas (CC) constituyen las anomalias congénitas graves mas frecuentes y una
de las principales causas de mortalidad perinatal. En nuestro pais nacen aproximadamente 700.000
nifios por afio y de ellos 6100 presentan cardiopatias congénitas. Muchos de los casos se deben a
cambios en el material genético como por ejemplo anomalias cromosdmicas o variaciones en el ADN.
Este proyecto propone en primer instancia poder dar respuesta a la causas genéticas mas frecuente de
las CC conotroncales, ademas de investigar otras posibles anomalias genéticas en aquellos pacientes
que no las posean. Esta informacion contribuird a una mejor comprension de la enfermedad y
posiblemente permitira un mejor asesoramiento genético familiar.

Consentimiento

Por la presente dejo expreso consentimiento para la utilizacion de mi sangre y/o la de mi hijo/a para
la investigacion de posibles anomalias genéticas asociadas a las cardiopatias congénitas. La misma no
se podra utilizar para el estudio de otras patologias sin mi expresa autorizacion por escrito.

Declaro que se me informdé que los datos obtenidos con mi contribucion permitirian estudiar algunos
de los factores implicados en el origen de estas patologias.

Se me informo6 sobre los procedimientos que se van a seguir y que el presente estudio es con fines de
investigacion, pero que se podrian generar resultados de valor diagndstico, de los que seré
debidamente informado/a en una entrevista de asesoramiento genético. Asimismo, se me informo que
la confidencialidad de mi identidad se preservara durante todo el estudio, en todas las publicaciones
que surgieran y que la muestra se destruira una vez concluido el mismo.

Comprendo que mi participacion es enteramente voluntaria y que puedo denegar mi colaboracion en
cualquier momento si asi lo considerare.

Consiento en participar de este proyecto

Tipoy N°de Apellido y Nombre Firma
documento

Testigo
Tipoy N° de Apellido y Nombre Firma
documento

Firma y sello del médico responsable
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ASENTIMIENTO PARA ESTUDIO GENETICO (GRUPO A)

Lugar y Fecha

Informacion sobre el trabajo de investigacion

Las cardiopatias congénitas son muy frecuentes y pueden ser graves. Muchos de los casos se deben
cambios en el material genético, como por ejemplo cambios en los cromosomas o en el ADN.

En este trabajo se quiere conocer las causas genéticas mas frecuentes de estas enfermedades. Esta
informacion ayudara a comprenderlas mejor.

Asentimiento

Por medio de esta nota doy mi asentimiento para que utilicen de mi muestra de sangre en la
investigacion de posibles anomalias genéticas asociadas a las cardiopatias congénitas. Me explicaron
que los datos obtenidos con mi participacion permitirian estudiar algunos de los factores que estan
involucrados en el origen de estas enfermedades. Me explicaron que todos los procedimientos que
van a seguir en este estudio son para realizar una investigacion, pero que se podrian obtener resultados
diagnosticos. En ese caso, mis padres y yo seremos informados en una entrevista.

También me explicaron que mi identidad serd confidencial durante todo el estudio, en todas las
publicaciones que surgieran y que mi muestra se destruira una vez terminado el mismo.

S¢é que mi participacion es enteramente voluntaria y que puedo retirar mi colaboracion en cualquier
momento si asi lo decido.

Asiento en participar de este proyecto

Tipoy N°de Apellido y Nombre Firma
documento
Testigo
Tipoy N°de Apellido y Nombre Firma
documento

Firma y sello del médico responsable
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PROYECTO DEFECTOS GENOMICOS EN ANOMALIAS CONGENITAS MULTIPLES Y

CARDIOPATIAS CONGENITAS (GRUPO B)
HOJA DE INFORMACION PARA PARTICIPANTES

éQué debe saber usted sobre este estudio de investigacion?

e Usted/es y su bebé estan siendo invitada/os a participar en un estudio.

e El estudio es explicado por este consentimiento informado.

e Por favor lea con cuidado y pregunte todo lo que no comprenda.
Los investigadores le brindaran una explicacidn sobre la investigacion y responderan a todas las dudas
0 preguntas que usted realice. Una vez que usted entienda las caracteristicas del estudio, y si esta
de acuerdo en participar, se le solicitara que firme este formulario de consentimiento (dos originales).
Un original del mismo le sera entregado para que lo guarde.
La participacion en este estudio es estrictamente voluntaria. Si decide no participar, no tendra
consecuencias para Ud. ni su bebé, ya que recibira igualmente todos los cuidados médicos necesarios.
Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento. Asimismo,
puede retirar a su bebé del proyecto en cualquier momento sin que eso lo perjudique de ninguna

manera.
éPor qué se esta llevando a cabo esta investigacion?

En la actualidad, pese a los avances de la ciencia, hay enfermedades congénitas en las que se
desconoce su causa. Mediante este consentimiento, la/lo invitamos a Ud. y a su bebé a participar de
una investigacion en la que buscaremos factores de riesgo o genes involucrados en la aparicion de

estos problemas, de esa manera esperamos encontrar algunas causas de las anomalias congénitas.

éQué pasara si acepta participar?

Si usted accede a que su hijo participe en este estudio, se le pedird que firme este formulario de
consentimiento.

Durante las visitas le haremos algunas preguntas sobre los antecedentes de enfermedades o
problemas de salud familiares, revisaremos a su hijo y le haremos una extraccién de 5 ml de sangre.
En la muestra de sangre que se obtenga se estudiaran genes que puedan estar relacionados con las
anomalias congénitas, a través de técnicas de analisis de ADN que permiten detectar pequenas
anomalias, ademas de las técnicas convencionales de estudios de los cromosomas.

A partir de la evaluacién de los analisis de sangre que le realicen a su bebé, los médicos le informaran
si su bebé tiene que ser controlado nuevamente, o si hay que hacerle otros estudios.

Es importante que Ud. sepa que todos los procedimientos que implica el estudio son habituales.

Las muestras y/o datos podrian ser compartidos con otros investigadores identificando las muestras
s6lo con una codificacion y no reveldandose nombre, direccién ni fecha de nacimiento. Los datos

genéticos y/o clinicos asi identificados podrian ser colocados en una red electrénica de investigacion.
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La informacién de la base de datos estara accesible sélo a investigadores médicos calificados con

acceso autorizado a datos individuales. Estos datos compartidos podrian ser utilizados en

investigaciones sobre anomalias congénitas y sus complicaciones.

éQuién promueve la realizacion de este estudio?

El Ministerio de Ciencia y Tecnologia de la Nacion.

éCuales son los riesgos de participar en esta investigacion?

No existen riesgos derivados de participar en este estudio.

éCuales son los posibles beneficios de participar en este estudio?

Es posible que este estudio no implique un beneficio inmediato para usted, ya que no siempre se
hallan las causas de la afeccidon. Sin embargo, puede ocurrir que en el transcurso de la investigacion
se hallen anomalias en el material genético que si pudieran estar relacionadas con la patologia. Si
este fuera el caso, Ud. serd informado inmediatamente a los efectos de comunicarle el resultado. Es
posible que este resultado le permita acceder a un tratamiento adecuado mas rapido o bien permita
implementar medidas para acompafar y disminuir las consecuencias de estos problemas de salud.
Es posible que su participacion en el estudio proporcione informacién importante ya que, podria
ayudar a los médicos a aprender mas acerca de las enfermedades genéticas. Asimismo, es posible

gue esa informacién ayude a otros pacientes en el futuro.

éTendra algan costo participar en el estudio?
La participacion en este estudio de investigacidon no tendra ningln costo para usted ni para su

cobertura de salud.

éQué ocurrira si usted decide retirar a su hijo del estudio?
Si usted decide retirar a su bebé del estudio, debera informarselo a su médico para que se destruyan
los datos y muestras obtenidas. Esta decisién no cambiara en absoluto la atencién médica que usted

y su bebé reciban.

&éComo se utilizara la informacion referida a la salud de su hijo?

La informacion que se recoja sobre la salud de su hijo sera confidencial y solo se usara para los fines
de este protocolo y no otro. Sus datos de la historia clinica/ respuestas al cuestionario/ o lo que
corresponda, seran codificados usando un nimero de identificaciéon. Nunca se revelara su identidad

ni la de su hijo, en cumplimiento de las leyes de proteccion de datos personales.

Conservacion de muestras para investigaciones futuras:

Las muestras obtenidas en esta investigacion pueden ser conservadas por un periodo de 10 afios. Si
en algun caso quisieran ser utilizadas en investigaciones futuras, requerira que se le informe y que
usted nuevamente dé su consentimiento. Estas muestras seran identificadas numéricamente y no

contendran ninguna identificacion personal. Si usted no desea que conservemos las muestras,
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entonces seran destruidas luego de terminar el presente estudio. Su decision

conservacion de las muestras no afectara la participacion de su hijo en este estudio.

éQué hospitales participan de este estudio?

Este estudio se realizara simultdneamente en los siguientes hospitales:

ANEXO - 1|
respecto de la

HOSPITAL PARTIDO
1- Presidente Perdn Avellaneda
2- P. Fiorito Avellaneda
3- A. Goitia Avellaneda
4- Evita Lanus
5- N. Lopez Lanus

6- L. Gandulfo

Lomas de Zamora

7- Alende Lomas de Zamora
8- Mi Pueblo Florencio Varela
9- A. Onativia Almirante Brown

10-L. Melendez

Almirante Brown

11-Evita Pueblo Berazategui
12-1. Iriarte Quilmes
13-E. Oller Quilmes
14-A. Eurnekian Ezeiza

15-Santamarina

Esteban Echeverria

16-R. Sarda

Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Informacion de contacto

Si en el transcurso de la investigacidon surgen dudas o preguntas sobre su participaciéon en este estudio,

puede contactar al Dr. Pablo Barbero del Centro Nacional de Genética Médica al teléfono: (011) 48090799 o bien
con el Dr. Ricardo Gamboa Hospital El Cruce Teléfono: (011) 4210 9000 interno 2794.

Si tiene alguna pregunta relacionada con sus derechos como participante de la investigacion puede

contactarse con el Comité de Etica en Investigacion Hospital El Cruce, Soledad Giargei- Av. Calchaqui 5401
(B1888AAE), Florencio Varela, Provincia de Buenos Aires, Teléfono: (011) 4210 9000 interno 1540. Horarios de

Atencidén: lunes a viernes de 9 a 13 hs.
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El presente trabajo de investigacion ha sido evaluado por el Comité de Etica en Investigacién Hospital El
Cruce, Inscripto en el Registro Provincial de Comités de Etica en Investigacion, dependiente del Comité de Etica
Central en Investigacion — Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires con fecha 05/11/2010, bajo el N°
023/2010, Folio 62, Libro de Actas N° 1, y el Comité de Etica del Centro Nacional de Genética Médica.

CONSENTIMIENTO INFORMADO (GRUPO B)

PROYECTO DEFECTOS GENOMICOS EN ANOMALIAS CONGENITAS MULTIPLES Y
CARDIOPATIAS CONGENITAS

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion. He sido informado/a que el objetivo de este
estudio es evaluar los defectos genéticos relacionados con anomalias congénitas multiples y
cardiopatias congénitas aisladas. Me han explicado claramente las caracteristicas de la investigacion,
y han respondido todas mis preguntas. He sido informado/a que puedo hacer preguntas o retirar a
mi hijo del proyecto en cualquier momento, sin que eso me perjudique ni tenga consecuencias en la
atencién médica de mi bebé.

Sé que la informacion que yo brinde durante esta investigacion es estrictamente confidencial y no
sera usada para ningun otro propdsito sin mi consentimiento. Entiendo que me entregaran un original
de este formulario de consentimiento, y que puedo pedir informacion sobre los resultados de este

estudio cuando la investigacion haya finalizado.

Por favor, complete la frase con SI o No de acuerdo a su decision:
Acepto que mi hijo participe de esta investigacion
Slo NO O
Acepto que los datos de su historia clinica sean utilizados para publicaciones cientificas,
siempre que se oculten sus datos personales
Slo NO O
Acepto que se almacenen las muestras biolégicas de mi hijo
Slo NO O

Nombre y Apellido Madre, Padre o Tutor Firma DNI Fecha

Nombre y Apellido Responsable Legal
N Firma DNI Fecha
(si los padres son menores de 18 afios)
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Nombre y Apellido Testigo Firma DNI Fecha

Nombre y Apellido Investigador Firma DNI Fecha
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FICHAS CLINICA
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CARDIOPATIAS CONGENITAS (grupo A)

Ficha clinica N°:

Institucion que deriva al paciente:
Domicilio:

Apellido y Nombre:

Fecha de nacimiento:

DATOS FAMILIARES Y PERSONALES:

Nombre del Padre
Edad paterna al nacimiento:

Nombre de la Madre
Edad materna al nacimiento:

Embarazo:
Teratégenos:
Gestosis:

APGAR: PN: Talla:

ARM: Incubadora:
FEI: OEA:

Edad al diagnéstico:

Ecografias:

Consanguinidad

EG:
Per. cefalico:
Alta de Neo:
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SIGNOS CLINICOS

Fecha: Peso: Talla: PC:

Malformaciones asociadas : Estudios Complementarios:

Descripcion de la cardiopatia:
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MULTICENTRICO CCM Y CC AISLADAS 2016-2020 (Grupo B)

Ficha clinica N°:
Institucion:
Domicilio:

Apellido y Nombre:

Fecha de nacimiento:

DNI

DATOS FAMILIARES :

Nombre del Padre
Edad paterna :

Nombre de la Madre
Edad materna:
MAIL:

EMBARAZO:

Tel.:

Sexo:

DNI DE LA MADRE:

FACEBOOK:

ECOGRAFIAS -DATOS POSITIVOS:

TERATOGENOS :
Parto:

APGAR: PN:

EG:

AG O HCL LOCAL.:

Talla: Per. cefalico:

ANEXO - I
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SIGNOS CLINICOS

Fecha: Peso:

Talla: PC:

ANEXO - I

Malformaciones asociadas :

Estudios Complementarios:

DISMORFIAS

NO Sl -faciales:
-corporales:

FOTO

NO Sl

ANTECEDENTES FAMILIARES PATOLOGICOS

NO Si

CONSANGUINIDAD
No SI:

-grado de parentesco:

-patologias:
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SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE ADN

EDTA 0.5M (pH=8)

Agregar 186,1 g de EDTA.2H20 a 800ml de H20 destilada. Ajustar el pH a 8 con NaOH.
Llevar a 1 litro con H20 destilada. Autoclavar.

SDS 10%

Disolver 100 g de SDS en 900 ml de H20 destilada. Calentar a 68°C para facilitar la
disolucién. Ajustar pH a 7,2 agregando gotas de HCI concentrado. Llevar a 1 litro con H20
destilada. Usar mascara para pesar y limpiar correctamente el area de pesado. No es necesario
autoclavar.

TRIS 1M

Disolver 121,1 g de Tris base en 800 ml de H20. Ajustar el pH al valor deseado agregando
gotas de HCI concentrado. El pH del Tris es temperatura dependiente, decrece 0,03 unidades
de pH por cada gramo de incremento en la T°. Permitir que la soluciéon tome T° ambiente
antes del ajuste final de pH. Llevar a 1 litro con H20 destilada. Autoclavar.

PROTEINASA K

Preparar el volumen deseado de solucién stock de 20 mg/ml en H20. Alicuotar en tubos
eppendorf de acuerdo a los volimenes calculados para uso y conservar las alicuotas en
freezer a-20°C. Descongelar antes de utilizar solo la alicuota necesaria.

RBC 1X

8,02 g NH4Cl

1,001 g CO3HK2

0,03722 g EDTA.

Llevar a 1 litro con H20 destilada. Autoclavar.

NaCl 5M

Disolver 292,2g de NaCl en 800 ml de H20. Llevar a 1 litro con H20 destilada. Autoclavar.
TEN

1ml NaCl 5M.

0,5 ml Tris TM.

0,1 mIEDTA 0.5M

Llevar a 50ml con H20 destilada. Autoclavar

TE pH8

10mM Tris.Cl (pH 7,4)

TmM EDTA (pH 8,0)

WCLB

10mM de Tris-HCI, 10mM EDTA y 50 mM NacCl

coloque 0.5 mL de Tris-HCI 1M, pH 7.6 en una probeta de 50 mL y afiada 1 mL de EDTA,
pH 8.0. Agregue 0.1461 g de NaCl y afore a 50 mL con agua destilada. Almacene en un tubo
cénico de 50 mL.

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DE ADN:

TAE 50X

242 g Tris base.

57,1 ml Acido acético glacial.

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Llevar a 1 litro. Al momento de ser utilizado, se realiza una dilucién a modo de quedar 1X.
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BUFFER DE SIEMBRA PARA ADN (LOADING BUFFER)
Solucién 6X

0,25 % Azul de bromofenol

0,25 % Xylene cyanol

30 % Glierol

Conservar a 4° C una vez preparada la solucién
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LISTADO DE GENES INCLUIDOS EN LOS
ANALISIS DE SM
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A2ML1 Alpha-2-Macroglobulin Like 1 ADAMTSL4 ADAMTS Like 4 APOA5 Apolipoprotein A5
Activity Dependent
AARS2 AIanyI-TRNA Synthetase 2 ADNP Neuroprotector APOB Apolipoprotein B
Mitochondrial
Homeobox
ATP Binding Cassette . . .
ABCA1 Subfamily A Member 1 AGK Acylglycerol Kinase APOC2 Apolipoprotein C2
I Amylo-Alpha-1, 6-
ABCB1 ATP Binding Cassette AGL Glucosidase, 4-Alpha- APOC3 Apolipoprotein C3
Subfamily B Member 1
Glucanotransferase
— 1-Acylglycerol-3-
ABCC9 ATP Binding Cassette AGPAT2 Phosphate O- APOE Apolipoprotein E
Subfamily C Member 9
Acyltransferase 2
ATP Binding Cassette A-Kinase Anchoring Rho GTPase Activating
ABCD3 Subfamily D Member 3 AKAP9 Protein 9 ARHGAP31 Protein 31
ATP Binding Cassette AKT Serine/Threonine AT-Rich Interaction
ABCGT Subfamily G Member 1 AKTA Kinase 1 ARID1A Domain 1A
ATP Binding Cassette AKT Serine/Threonine AT-Rich Interaction
ABCGS Subfamily G Member 5 AKT2 Kinase 2 ARID1B Domain 1B
I Aldehyde . .
ATP Binding Cassette . ADP Ribosylation Factor
ABCG8 Subfamily G Member 8 ALDH1A2 | Dehydrogenase 1 Family ARL13B Like GTPase 13B
Member A2
ALMS1 Centrosome and . .
ACAD9 AcyI-CoA Dehydrogenase ALMS1 Basal Body Associated ARL6 ADP Rlbosylatlon Factor
Family Member 9 ) Like GTPase 6
Protein
ACADVL | Acy-CoA Dehydrogenase ALX3 ALX Homeobox 3 ARMC4 Armadillo Repeat
Very Long Chain Containing 4
ACAN Aggrecan AMH Anti-Mullerian Hormone ARX Aristaless Related
Homeobox
. Adenosine
ACTA1 Actin Alpha 1, Skeletal AMPD1 Monophosphate ASPH Aspartate Beta-
Muscle . Hydroxylase
Deaminase 1
ACTA2 | Actin Alpha 2, Smooth Muscle | | ANGPTL3 |  Angiopoietin Like 3 ASXL1 ASXI&Z&?JT;%TTIOMI
5-Aminoimidazole-4-
Carboxamide
ACTB Actin Beta ANK2 Ankyrin 2 ATIC Ribonucleotide
Formyltransferase/IMP
Cyclohydrolase
ACTC1 | Actin Alpha Cardiac Muscle 1 ANK3 Ankyrin 3 ATPSF1E | ATP Sy”tgszﬁo': Subunit
ACTN2 Actinin Alpha 2 ANKRD1 | Ankyrin Repeat Domain 1 ATP7A ATPase Copper
Transporting Alpha
Ankyrin Repeat Domain ATP Synthase
ACVR1 Activin A Receptor Type 1 ANKRD11 1 ATPAF2 | Mitochondrial F1 Complex
Assembly Factor 2
Ankyrin Repeat and Beta-1 3-
ACVR2B Activin A Receptor Type 2B ANKS6 Sterile Alpha Motif B3GALT6 ’
. . Galactosyltransferase 6
Domain Containing 6
ACVRLA Activin A Receptor Like Type ANOS5 Anoctamin 5 B3GAT3 Beta-1,3-
1 Glucuronyltransferase 3
ADAM Metallopeptidase with Adaptor Related Protein Beta-1 4-
ADAMTS10 | Thrombospondin Type 1 Motif AP1B1 Complex 1 Subunit Beta B4GALT7 Gal | ’ P 7
10 1 alactosyltransferase
ADAM Metallopeptidase with Adaptor Related Protein BCL2 Associated
ADAMTS2 | Thrombospondin Type 1 Motif AP2B1 Complex 2 Subunit Beta BAG3 Ath
P 1 anogene 3
ADAM Metallopeptidase with
ADAMTS6 APOA1 Apolipoprotein A1 BBS1 Bardet-Biedl Syndrome 1

Thrombospondin Type 1 Motif
6
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Calcium Voltage-Gated

BBS10 Bardet-Biedl Syndrome 10 CACNA2D1| Channel Auxiliary Subunit CDH2 Cadherin 2
Alpha2delta 1
Calcium Voltage-Gated Cyclin Dependent Kinase
BBS12 Bardet-Biedl Syndrome 12 CACNB2 Channel Auxiliary Subunit CDKN1C Y p ;
Inhibitor 1C
Beta 2
BBS2 Bardet-Biedl Syndrome 2 CALM1 Calmodulin 1 CEL Carboxyl Ester Lipase
BBS4 Bardet-Biedl Syndrome 4 CALM2 Calmodulin 2 CEP290 Centrosomal Protein 290
BBS5 Bardet-Biedl Syndrome 5 CALM3 Calmodulin 3 CEP41 Centrosomal Protein 41
BBS7 Bardet-Biedl Syndrome 7 CALR Calreticulin CEP57 Centrosomal Protein 57
BBS9 Bardet-Bied| Syndrome 9 CALR3 Calreticulin 3 CETP Ch°'eSter;'r§Setiir Transfer
BCOR BCL6 Corepressor CASQ2 Calsequestrin 2 crc1  |CrPto, FRLA, 1crypt'° Family
Bicct | BiC Fagggﬁ Binding CASZ1 Castor Zinc Finger 1 CH25H | Cholesterol 25-Hydroxylase
BLK Proto-Oncogene, Src . Chromodomain Helicase
BLK Family Tyrosine Kinase CAV1 Caveolin 1 CHD4 DNA Binding Protein 4
Bone Morphogenetic Protein . Chromodomain Helicase
BMP10 10 CAV3 Caveolin 3 CHD7 DNA Binding Protein 7
BMP2 Bone Morphogenetic Protein CAVINA Caveolae Associated Protein CHRM2 Cholinergic .R.eceptor
2 1 Muscarinic 2
BMP4 Bone Morphogenetic Protein CAVIN4 Caveolae Associated Protein CHST14 Carbohydrate
4 4 Sulfotransferase 14
BMPER BMP Binding Endothelial CBL Cbl Proto-Oncogene CHST3 Carbohydrate
Regulator Sulfotransferase 3
Bone Morphogenetic Protein Cystathionine-Beta- Cell Death Inducing DFFA
BMPR1A Receptor Type 1A CBS Synthase CIDEC Like Effector C
Cbp/P300 Interacting
Bone Morphogenetic Protein Coiled-Coil and C2 Domain Transactivator With Glu/Asp
BMPR1B Receptor Type 1B CC2D2A Containing 2A CITED1 Rich Carboxy-Terminal
Domain 1
Cbp/P300 Interacting
Bone Morphogenetic Protein Coiled-Coil Domain Transactivator With Glu/Asp
BMPR2 Receptor Type 2 cCbe10s Containing 103 CITED2 Rich Carboxy-Terminal
Domain 2
Cbp/P300 Interacting
B-Raf Proto-Oncogene, Coiled-Coil Domain Transactivator With Glu/Asp
BRAF Serine/Threonine Kinase cebend Containing 114 CITED4 Rich Carboxy-Terminal
Domain 4
BSCL2 Lipid Droplet . . .
BSCL2 Biogenesis Associated, CCDC151 Coiled-Coil Domain CNTRL Centriolin
- Containing 151
Seipin
Chromosome 10 Open Coiled-Coil Domain Cytochrome C Oxidase
C10orf71 Reading Frame 71 CCDe39 Containing 39 COAS Assembly Factor 5
Chromosome 1 Open Coiled-Coil Domain Cytochrome C Oxidase
Clorf127 Reading Frame 127 cChbe4o Containing 40 COAG Assembly Factor 6
Calcium Voltage-Gated . Collagen Type | Alpha 1
CACNA1C Channel Subunit Alphat G CCND2 Cyclin D2 COL1A1 Chain
Calcium Voltage-Gated Collagen Type | Alpha 2
CACNA1D Channel Subunit Alphat D CD9%6 CD96 Molecule COL1A2 Chain
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Collagen Type Il Alpha 1

Dynein Assembly Factor

COL2A1 Chain DAWA1 with WD Repeats 1 DOCK®6 Dedicator Of Cytokinesis 6
COL3A1 Collagen Type_; 11l Alpha 1 DBP D-Box Bindiqg PAR BZIP DOLK Dolichol Kinase
Chain Transcription Factor
coLsa | Collagen Type V Alpha 1 DCTN5 Dynactin Subunit 5 DRC1 Dynein Regulatory
Chain Complex Subunit 1
colsa2 | Collagen g];:nv Alpha 2 DDX11 | DEAD/H-Box Helicase 11 DSC2 Desmocoliin 2
coL7at | Collagen Type Vil Alpha 1 DES Desmin DSG2 Desmoglein 2
Coenzyme Q2, DiGeorge Syndrome .
coQz2 Polyprenyltransferase DGCR2 Critical Region Gene 2 DSP Desmoplakin
Cytochrome C Oxidase 7-Dehydrocholesterol .
COX15 Assembly Homolog COX15 DHCR7 Reductase DTNA Dystrobrevin Alpha
. Dispatched RND Lo
COX6B1 Cytochrome‘C Oxidase DISP1 Transporter Family DTX3 Deltex E3 Ubiquitin Ligase
Subunit 6B1 3
Member 1
Cytochrome C Oxidase Dihydrolipoamide Dishevelled Segment
COX7B Subunit 7B DLD Dehydrogenase DVLA Polarity Protein 1
Carnitine Delta Like Canonical Notch Dynein Cytoplasmic 2
CPT2 Palmitoyltransferase 2 DLL1 Ligand 1 DYNC2H1 Heavy Chain 1
CREBBP | CREB Binding Protein DMD Dystrophin ECE1 Endothelin Converting
nzyme 1
. . . . EGF Containing Fibulin
CRELD1 | Cysteine Rich with EGF DNAAF1 Dynein Axonemal EFEMP2 | Extracellular Matrix Protein
Like Domains 1 Assembly Factor 1 2
CRK Like Proto-Oncogene, Dynein Axonemal Egl-9 Family Hypoxia
CRKL Adaptor Protein DNAAF2 Assembly Factor 2 EGLN3 Inducible Factor 3
. Dynein Axonemal Euchromatic Histone
CRYAB Crystallin Alpha B DNAAF3 Assembly Factor 3 EHMTH Lysine Methyltransferase 1
. . . . Eukaryotic Translation
csrp3 | Cvsteine and Glycine Rich DNAAF4 Dynein Axonemal EIF2AK3 | Initiation Factor 2 Alpha
Protein 3 Assembly Factor 4 .
Kinase 3
Dvnein Axonemal Heav Eukaryotic Translation
CTNNA1 Catenin Alpha 1 DNAH11 y . Y EIF2AK4 Initiation Factor 2 Alpha
Chain 11 .
Kinase 4
CTNNA3 Catenin Alpha 3 DNAHs | Dynein Axonemal Feavy ELAC2 ElaC Ribonuclease Z 2
CTNNB1 Catenin Beta 1 DNAI1 Dynein Axonemal ELN Elastin
Intermediate Chain 1
CTNND2 Catenin Delta 2 DNAI2 Dynein Axonemal EMD Emerin
Intermediate Chain 2
. . DnaJ Heat Shock Protein
CXCR4 C-X-C Motif Chemokine DNAJC19 | Family (Hsp40) Member ENG Endoglin
Receptor 4 C19
EGF Domain Specific O-
Cytochrome P450 Family 2 Dynein Axonemal Light Linked N-
CYP2D6 Subfamily D Member 6 DNAL1 Chain 1 EOGT Acetylglucosamine
Transferase
Cytochrome P450 Family 3 . . - .
CYP3A4 Subfamily A Member 4 DNM1L Dynamin 1 Like EP300 E1A Binding Protein P300
CYP3A5 Cytochrome P450 Family 3 DNM2 Dynamin 2 ERG ETS Transcription Factor

Subfamily A Member 5

ERG
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Establishment of Sister

ESCO2 Chromatid Cohesion N- FLNA Filamin A GCK Glucokinase
Acetyltransferase 2
EVC EvC Ciliary Qomplex FLNC Filamin C GDF1 Growth Differentiation
Subunit 1 Factor 1
EVC2 EvC Ciliary (_30mplex FLT4 Fms Rel_ated Tyrosine GDF2 Growth Differentiation
Subunit 2 Kinase 4 Factor 2
EYA Transcriptional G Elonaation Factor
EYA1 Coactivator and FOXC1 Forkhead Box C1 GFMA1 ong .
Mitochondrial 1
Phosphatase 1
EYA Transcriptional . .
EYA4 Coactivator and FOXC2 Forkhead Box C2 GJa1 | Gap Junction Protein Alpha
Phosphatase 4
FAH Fumarylacetoacetate FOXF1 Forkhead Box F1 GJAE Gap Junction Protein Alpha
Hydrolase 5
FBN1 Fibrillin 1 FOXH1 Forkhead Box H1 GLA Galactosidase Alpha
FBN2 Fibrillin 2 FOXJ1 Forkhead Box J1 GLB1 Galactosidase Beta 1
FBX032 F-Box Protein 32 FOXLA1 Forkhead Box L1 GLI3 GLI Family Zinc Finger 3
FGF12 | Fibroblast %OWth Factor FOXM1 Forkhead Box M1 GLIS3 | GLIS Family Zinc Finger 3
N-Acetylglucosamine-1-
FGF2 Fibroblast Growth Factor 2 FOXP1 Forkhead Box P1 GNPTAB Phosphate Transferase
Subunits Alpha and Beta
FGF6 Fibroblast Growth Factor 6 FOXP3 Forkhead Box P3 GPC3 Glypican 3
FAD Dependent
FGF7 Fibroblast Growth Factor 7 FOXRED1 Oxidoreductase Domain GPC6 Glypican 6
Containing 1
FGF8 | Fibroblast Growth Factor 8 FREM2 FRAS1 Related GPD1 Glycerol-3-Phosphate
Extracellular Matrix 2 Dehydrogenase 1
FGFR1 Fibroblast Growth Factor FRYL FRY Like Tr_anscription GPDIL GcheroI-3-Phospha_lte
Receptor 1 Coactivator Dehydrogenase 1 Like
Glycosylphosphatidylinositol
FHL1 Four and A Half LIM FTO FTO AIpha-K(_etoqutarate GPIHBP1 _Anchor(_ad I-_hgh DenS|ty_
Domains 1 Dependent Dioxygenase Lipoprotein Binding Protein
1
Four and A Half LIM Fuzzy Planar Cell Polarity Gremlin 2, DAN Family
FHL2 Domains 2 FUz Protein GREM2 BMP Antagonist
Formin Homology 2 . G Protein-Coupled
FHOD3 Domain Containing 3 FXN Frataxin GRK3 Receptor Kinase 3
FIG4 FIG4 Phosphoinositide 5- GAA Glucosidase Alpha, Acid GSK3B Glycogen Synthase Kinase
Phosphatase 3 Beta
FKBP14 FKBP Prolyl Isomerase 14 GATA4 GATA Binding Protein 4 GUSB Glucuronidase Beta
FKBP1A | FKBP Prolyl Isomerase 1A GATA5 | GATA Binding Protein 5 HAND1 Heart and Neural Crest
Derivatives Expressed 1
FKRP Fukutin Related Protein GATA6 | GATA Binding Protein 6 HAND2 Heart and Neural Crest
Derivatives Expressed 2
FKTN Fukutin GATAD1 GATA Zinc Finger Domain HCCS Holocytochrome C

Containing 1

Synthase
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Hyperpolarization Activated

Potassium Voltage-Gated

HCN4 Cyclic Nucleotide Gated IRX3 Iroquois Homeobox 3 KCNJ5 Channel Subfamily J
Potassium Channel 4 Member 5
. — Potassium Voltage-Gated
HEcTD1 | HECT Domain E3 Ubiquitin IRX4 Iroquois Homeobox 4 KCNJ8 Channel Subfamily J
Protein Ligase 1
Member 8
Potassium Two Pore
HFE Homeostatic Iron Regulator IRX5 Iroquois Homeobox 5 KCNK17 Domain Channel Subfamily
K Member 17
Hypoxia Inducible Factor 1 Potassium Two Pore
HIF1A P : ISL1 ISL LIM Homeobox 1 KCNK3 Domain Channel Subfamily
Subunit Alpha
K Member 3
Potassium Voltage-Gated
HNF1A HNF1 Homeobox A ISM2 Isthmin 2 KCNQ1 Channel Subfamily Q
Member 1
HNF1B HNF1 Homeobox B JAG1 Jagged Eggﬂg'ﬁa' Notch KIF7 Kinesin Family Member 7
HNF4A Hepatocyte Nuclear Factor JAM3 Junctional Adhesion KLF10 Kruppel Like Factor 10
4 Alpha Molecule 3
Jumoniji and AT-Rich
HOXA1 Homeobox A1 JARID2 Interaction Domain KLF11 Kruppel Like Factor 11
Containing 2
HOXB2 Homeobox B2 JPH2 Junctophilin 2 KmT2a | Lysine Methyftransferase
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Lysine Methyltransferase
HOXB3 Homeobox B3 JUN Transcription Factor KMT2D ¥ o
Subunit
HOXD13 Homeobox D13 JUP Junction Plakoglobin KRAS KRAS Proto-Oncogene,
GTPase
HRAS HRas Proto-Oncogene, KANSL1 | KAT8Regulatory NSL LAMA2 | Laminin Subunit Alpha 2
GTPase Complex Subunit 1
Isocitrate Dehydrogenase Lysine Acetyltransferase
IDH2 (NADP (+)) 2, KAT6B 6B LAMA4 Laminin Subunit Alpha 4
Mitochondrial
Immediate Early Response Potassium Voltage-Gated
IER3IP1 - ; KCNA5 Channel Subfamily A LAMB3 Laminin Subunit Beta 3
3 Interacting Protein 1
Member 5
Potassium Voltage-Gated Lvsosomal Associated
IFT122 Intraflagellar Transport 122 KCND2 Channel Subfamily D LAMP2 Y )
Membrane Protein 2
Member 2
Potassium Voltage-Gated
IFT140 Intraflagellar Transport 140 KCND3 Channel Subfamily D LBR Lamin B Receptor
Member 3
Potassium Voltage-Gated Lecithin-Cholesterol
IFT74 Intraflagellar Transport 74 KCNE1 Channel Subfamily E LCAT
d Acyltransferase
Regulatory Subunit 1
Potassium Voltage-Gated
IFT80 Intraflagellar Transport 80 KCNE2 Channel Subfamily E LDB3 LIM Domain Binding 3
Regulatory Subunit 2
Potassium Voltage-Gated Low Density Linoprotein
ILK Integrin Linked Kinase KCNE3 Channel Subfamily E LDLR y L1pop
d Receptor
Regulatory Subunit 3
Potassium Voltage-Gated Low Density Lipoprotein
INS Insulin KCNE5 Channel Subfamily E LDLRAP1 Y Lipoprotel
d Receptor Adaptor Protein 1
Regulatory Subunit 5
Potassium Voltage-Gated . L
INSIG2 | Insulin Induced Gene 2 KCNH2 Channel Subfamily H LEFTY1 | Left-Right Determination
Factor 1
Member 2
Potassium Voltage-Gated . L
INSR Insulin Receptor KCNJ11 Channel Subfamily J LEFTY2 | Left-Right Determination
Factor 2
Member 11
Potassium Voltage-Gated
INVS Inversin KCNJ2 Channel Subfamily J LEP Leptin

Member 2
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Multiple EGF Like Domains

ANEXO - IV

LIAS Lipoic Acid Synthetase MEGF8 8 MYH7 Myosin Heavy Chain 7
LIPA Lipase A, Lysosomal Acid MESP1 Mesoderm_ P_osterlor BHLH MYL2 Myosin Light Chain 2
Type Transcription Factor 1
. . Mesoderm Posterior BHLH S .
LIPC Lipase C, Hepatic Type MESP2 Transcription Factor 2 MYL3 Myosin Light Chain 3
LMF1 | Lipase Maturation Factor 1 MFAP5 Microfibril Associated MYLIP Myosin Regulatory Light
Protein 5 Chain Interacting Protein
LMNA Lamin A/C MGP Matrix Gla Protein MYLK Myosin Light Chain Kinase
LMOD2 Leiomodin 2 MIB1 Mindbom_b E_3 Ubiquitin MYLK2 Myosin Light Chain Kinase
Protein Ligase 1 2
LOX Lysyl Oxidase MID1 Midline 1 MYOCD Myocardin
LPA Lipoprotein(A) MKKS McKusick-Kaufman MYOM1 Myomesin 1
Syndrome
. oo MKS Transition Zone .
LPL Lipoprotein Lipase MKS1 Complex Subunit 1 MYOM2 Myomesin 2
LRP1 LDL Receptgr Related MLYCD Malonyl-CoA MYOT Myotilin
Protein 1 Decarboxylase
LRP2 LDL R‘ﬁ,ﬁi{’;ﬁ: ge'ated MMP21 | Matrix Metallopeptidase 21 MYOZ2 Myozenin 2
LDL Receptor Related Mitochondrial Ribosomal .
LRP6 Protein 6 MRPL3 Protein L3 MYPN Myopalladin
Latent Transforming . o
LTBP1 Growth Factor Beta MRPL44 Mltochondrla_zl Ribosomal NATS N-Acetyltran_sferase 8
R h Protein L44 (Putative)
Binding Protein 1
Latent Transforming . o
LTBP4 Growth Factor Beta MRPS22 Mltochondrlgl Ribosomal NDST1 N-Deacetylase And N-
P h Protein S22 Sulfotransferase 1
Binding Protein 4
LZTR1 Leuc_m(-“T Zipper Like MTHER Methylenetetrahydrofolate NEBL Nebulette
Transcription Regulator 1 Reductase
MAP2K1 | Mitogen-Activated Protein MTO1 Mitochondrial TRNA NEK1 NIMA Related Kinase 1
Kinase Kinase 1 Translation Optimization 1
MAP2K2 Mitoggn-Activgted Protein MTTP Microsomal Triglygeride NEKS NIMA Related Kinase 8
Kinase Kinase 2 Transfer Protein
MAP3Kg | Mitogen-Activated Protein mysL2 | MYB Proto-Oncogene Like NEUROD1 | Neuronal Differentiation 1
Kinase Kinase Kinase 8 2
Multiple C2 And Lo .
MCTP2 | Transmembrane Domain MyBpc3 | Myosin Binding Protein C, NEUROG3 Neurogenin 3
"y Cardiac
Containing 2
Mediator Complex Subunit MYCN Proto-Oncogene, Nexilin F-Actin Binding
MED12 12 MYCN BHLH Transcription Factor NEXN Protein
MED13L | Mediator Cﬂg‘l‘_"ex Subunit MYH10 Myosin Heavy Chain 10 NF1 Neurofibromin 1
Myocyte Enhancer Factor . . Nuclear Factor Of
MEF2A oA MYH11 Myosin Heavy Chain 11 NFATC1 Activated T Cells 1
MEE2C Myocyte Enhancer Factor MYH6 Myosin Heavy Chain 6 NIPBL NIPBL Cohesin Loading

Factor
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ANEXO - IV

Obscurin, Cytoskeletal

Polycystin 2, Transient

NKX2-5 NK2 Homeobox 5 OBSCN Calmodulin and Titin- PKD2 Receptor Potential Cation
Interacting RhoGEF Channel
NKX2-6 NK2 Homeobox 6 OFD1 OFD1 Centriole and PKP2 Plakophilin 2
Centriolar Satellite Protein
. Outer Mitochondrial
nmes | NME/NM23 Fgm"y Member OPA3  |Membrane Lipid Metabolism PKP4 Plakophilin 4
Regulator OPA3
NNT Nicotinamide Nucleotide PAX3 Paired Box 3 PLIN1 Perilipin 1
Transhydrogenase
NODAL |'Vodal Growth Differentiation PAX4 Paired Box 4 PLN Phospholamban
Factor
. Procollagen-Lysine,2-
NONO Non-POU Domain PCDH15 | Protocadherin Related 15 PLOD1  |Oxoglutarate 5-Dioxygenase
Containing Octamer Binding 1
Nitric Oxide Synthase 1 Proprotein Convertase Phospholipid Transfer
NOSTAP Adaptor Protein PCSKS Subtilisin/Kexin Type 5 PLTP Protein
NOTCH1 Notch Receptor 1 PCSK6 Proprotein Convertase PLXND1 Plexin D1
Subtilisin/Kexin Type 6
NOTCH2 Notch Receptor 2 PCSK9 Proprotein Convertase PMM2 Phosphomannomutase 2
Subtilisin/Kexin Type 9
NOTCH3 Notch Receptor 3 PDE2A Phosphodiesterase 2A pnpLA2 | Patatin Like Phospholipase
Domain Containing 2
NPC1 Like Intracellular Platelet Derived Growth Cytochrome P450
NPCIL1 Cholesterol Transporter 1 PDGFRA Factor Receptor Alpha POR Oxidoreductase
. Pyruvate Dehydrogenase E1 Peroxisome Proliferator
NPHP3 Nephrocystin 3 PDHAT Alpha 1 Subunit PPARA Activated Receptor Alpha
. Pyruvate Dehydrogenase Peroxisome Proliferator
NPHP4 Nephrocystin 4 PDK1 Kinase 1 PPARG Activated Receptor Gamma
NPPA Natriuretic Peptide A PDLIM3 | PDZ And LIM Domain 3 pppicB | rotein Phosphatase |
Catalytic Subunit Beta
Nuclear Receptor Subfamily Pancreatic And Duodenal Protein Phosphatase 1
NROB2 0 Group B Member 2 PDX1 Homeobox 1 PPPIRT3L Regulatory Subunit 13 Like
Nuclear Receptor Subfamily P53 Apoptosis Effector Polyglutamine Binding
NR1H2 1 Group H Member 2 PERP Related to PMP22 PQBP1 Protein 1
NR2F2 Nuclear Receptor Subfamily PEX1 Peroxisomal Biogenesis PRDM1 PR/SET Domain 1
2 Group F Member 2 Factor 1
NRAP Nebulin Relatec.i Anchoring PEX13 Peroxisomal Biogenesis PRDM16 PR/SET Domain 16
Protein Factor 13
NRAS NRAS Proto-Oncogene, PHGDH Phosphoglycerate PRICKLE1 Prickle Planar.CeII Polarity
GTPase Dehydrogenase Protein 1
- . Protein Kinase AMP-
NReFz | NNuclear Receptor Binding PHKA1 Phosphorylase Kinase PRKAG2 | Activated Non-Catalytic
Factor 2 Regulatory Subunit Alpha 1 .
Subunit Gamma 2
Nuclear Receptor Binding . . . Protein Kinase CGMP-
NSD1 SET Domain Protein 1 PITX2 Paired Like Homeodomain 2 PRKG1 Dependent 1
. Polycystin 1, Transient
NSDHL | VAP(P) Dependent Steroid PKD1 | Receptor Potential Channel PSEN1 Presenilin 1
Dehydrogenase-Like .
Interacting
Polycystin 1 Like 1,
NTF3 Neurotrophin 3 PKD1L1 |Transient Receptor Potential PSEN2 Presenilin 2

Channel Interacting
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ANEXO - IV

RNA, U4atac Small

Scavenger Receptor Class

PSKH1 Protein Serine Kinase H1 RNU4ATAC | Nuclear (U12-Dependent SCARB1
L B Member 1
Splicing)
Phosphatase And Tensin Roundabout Guidance Sodium Voltage-Gated
PTEN Homolog ROBO1 Receptor 1 SCN10A Channel Alpha Subunit 10
Pancreas Associated Receptor Tyrosine Kinase Sodium Voltage-Gated
PTF1A Transcription Factor 1a ROR2 Like Orphan Receptor 2 SCN1B Channel Beta Subunit 1
PTK7 Protein Tyrosi_ne Kinase 7 RPGRIP1L RPGRIP1 Like SCN2B Sodium VoItage-Gatgd
(Inactive) Channel Beta Subunit 2
Protein Tyrosine .
PTPN11 Phosphatase Non- RPL11 Ribosomal Protein L11 SCN3B Sodium Voltage-Gated
Channel Beta Subunit 3
Receptor Type 11
Glycogen Phosphorylase, . . Sodium Voltage-Gated
PYGM Muscle Associated RPL35A Ribosomal Protein L35a SCN4B Channel Beta Subunit 4
RAB23, Member RAS . . Sodium Voltage-Gated
RAB23 Oncogene Family RPL5 Ribosomal Protein L5 SCN5A Channel Alpha Subunit 5
. SCO Cytochrome C
RAD21 | RAD21 Cohesin Complex RPS10 | Ribosomal Protein S10 SCO2 | Oxidase Assembly Protein
omponent 2
Succinate Dehydrogenase
RAF1 Raf-1 Proto-Oncogene, RPS17 Ribosomal Protein S17 SDHA Complex Flavoprotein
Serine/Threonine Kinase .
Subunit A
RAI1 Retinoic Acid Induced 1 RPS19 Ribosomal Protein S19 SEMA3E Semaphorin 3E
RANGRF | RAN Guanine Nucleotide RPS24 | Ribosomal Protein S24 SETBP1 SET Binding Protein 1
Release Factor
RARA RetmmcﬁggaReceptor RPS26 Ribosomal Protein S26 SF3B4 Splicing Facti)r 3b Subunit
RARB Retinoic gﬂfaRecepmr RPS7 Ribosomal Protein S7 SGCA Sarcoglycan Alpha
RARG Refinoic Acid Receptor RRAS RAS Related SGCB Sarcoglycan Beta
amma
RASA1 RAS P21 Protein Activator RSPH4A Radial Spoke Head SGCD Sarcoglycan Delta
1 Component 4A
RASA2 RAS P21 Protein Activator RSPHO Radial Spoke Head 9 SGCG Sarcoglycan Gamma
2 Homolog
RBFOX2 RNAH%';‘(’)'B% 20"'1 RXRA | Retinoid X Receptor Alpha SH3PXD2B | SH3 And PX Domains 28
RBM10 RNA Binding Motif Protein RXRG Retinoid X Receptor SHH Sonic Hedgehog Signaling
10 Gamma Molecule
RNA Binding Motif Protein . SHOC2 Leucine Rich
RBM20 20 RYR1 Ryanodine Receptor 1 SHOC2 Repeat Scaffold Protein
RBM24 | RIVABinding Motif Protein RYR2 Ryanodine Receptor 2 SIX6 SIX Homeobox 6
RBMSA RNA Binding Motif Protein SALLA Spalt Like Transcription SKI SKI Proto-Oncogene
8A Factor 1
RFX6 Regulatory Factor X6 SALL4 Spalt Like Transcription SLC22A5 Solute Carrier Family 22
Factor 4 Member 5
. . Secretion Associated Ras Solute Carrier Family 22
RIT1 Ras Like Without CAAX 1 SAR1B Related GTPase 1B SLC22A8 Member 8
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ANEXO - IV

Solute Carrier Family 25

SOS Ras/Rho Guanine

SLC25A3 SOS2 Nucleotide Exchange TBX20 T-Box 20
Member 3
Factor 2
sLc2spq | Solute Carrier Family 25 SOX2 SRY-Box 2 TBX3 T-Box 3
Member 4
SLC25A40 | Solute Carrier Family 25 SOX9 SRY-Box 9 TBX5 T-Box 5
Member 40
SLC2A10 Solute Carrier Family 2 SPEG Striated Ml_Jsch Enriched TCAP Titin-Cap
Member 10 Protein Kinase
SLC2A2 Solute Carrier Family 2 SPRED1 Sprouty Relateq !EVH1 TCOF1 Treacle Ribosome
Member 2 Domain Containing 1 Biogenesis Factor 1
Solute Carrier Family 39 Sprouty RTK Signaling Teratocarcinoma-Derived
SLC39A13 Member 13 SPRY1 Antagonist 1 TDGF1 Growth Factor 1
Solute Carrier Organic
SLCO1B1 | Anion Transporter Family SRcAp | Snf2Related CREBBP TECRL Trans-2,3-Enoyl-CoA
Activator Protein Reductase Like
Member 1B1
SLMAP Sarcolemma Assomated SRF Serum Response Factor TFAP2B Transcription Factor AP-2
Protein Beta
SMAD1 | SMAD Family Member 1 STAMBP | STAM Binding Protein TGFB2 Transforming Growth
Factor Beta 2
SMAD2 SMAD Family Member 2 STRA6 Stimulated .By Retinoic TGFB3 Transforming Growth
Acid 6 Factor Beta 3
. SUFU Negative Regulator Transforming Growth
SMAD3 SMAD Family Member 3 SUFU Of Hedgehog Signaling TGFBR1 Factor Beta Receptor 1
. SURF1 Cytochrome C Transforming Growth
SMAD4 SMAD Family Member 4 SURF1 Oxidase Assembly Factor TGFBR2 Factor Beta Receptor 2
SMAD6 | SMAD Family Member 6 SYNE1 | Spectrin Repeat Containing TLL1 Tolloid Like 1
Nuclear Envelope Protein 1
SMAD9 SMAD Family Member 9 SYNE2 Spectrin Repeat Conta|q|ng TMEMA175 Transmembrane Protein
Nuclear Envelope Protein 2 175
SWI/SNF Related, Matrix
Associated, Actin Svnaptic Ras GTPase
SMARCA4 Dependent Regulator of SYNGAP1 yhaptic ) TMEM43 | Transmembrane Protein 43
- ) Activating Protein 1
Chromatin, Subfamily A,
Member 4
SWI/SNF Related, Matrix
Associated, Actin TGF-Beta Activated Kinase
SMARCB1 Dependent Regulator Of TAB1 1 (MAP3K?7) Binding TMEM67 | Transmembrane Protein 67
Chromatin, Subfamily B, Protein 1
Member 1
SWI/SNF Related, Matrix
Associated, Actin TGF-Beta Activated Kinase
SMARCE1 Dependent Regulator of TAB2 1 (MAP3K7) Binding TMEM70 | Transmembrane Protein 70
Chromatin, Subfamily E, Protein 2
Member 1
smc3 | Structural Maintenance Of TAZ Tafazzin TMOD1 Tropomodulin 1
Chromosomes 3
. TBC1 Domain Family Troponin C1, Slow Skeletal
SMS Spermine Synthase TBC1D32 Member 32 TNNC1 and Cardiac Type
Snail Family . .
SNAI1 Transcriptional Repressor TBC1D4 TBC1 Domain Family TNNI3 Troponin 13, Cardiac Type
Member 4
SNTA1 Syntrophin Alpha 1 TBX1 T-Box 1 TNNI3K TNNI3 Interacting Kinase
SNX17 Sorting Nexin 17 TBX18 T-Box 18 TNNT2 Troponin T2, Cardiac Type
SOS Ras/Rac Guanine DNA Tonoisomerase Il
SOS1 Nucleotide Exchange TBX2 T-Box 2 TOPBP1 P

Factor 1

Binding Protein 1

209




Torsin 1A Interacting

WD Repeat Containing

TOR1AIP1 Protein 1 WDPCP Planar Cell Polarity Effector
TP63 Tumor Protein P63 WDR19 WD Repeat Domain 19
TPM1 Tropomyosin 1 WDR35 WD Repeat Domain 35
TRDN Triadin WDR60 WD Repeat Domain 60

Wolframin ER
TRIB1 Tribbles Pseudokinase 1 WFS1 Transmembrane
Glycoprotein
TRIM32 | TnPartite M%‘g Containing WT1 WT1 Transcription Factor
TRIM54 | TnPartite M%‘"{ Containing XK X-Linked Kx Blood Group
TRIM63 Tripartite Motif Containing ZBTB14 Zinc Finger ar.1d. BTB
63 Domain Containing 14
Transient Receptor . .
TRPM4 | Potential Cation Channel zeTB17 | ZncFingerand BTB
Subfamily M Member 4 9
TSC1 TSC Complex Subunit 1 ZDHHC9 | Zinc Finger DHHC-Type
Containing 9
TSC2 TSC Complex Subunit 2 zeg2 | Zinc Finger E-Box Binding
Homeobox 2
Ts Translation Elongation . .
TSFM Factor, Mitochondrial ZFHX3 Zinc Finger Homeobox 3
Tetratricopeptide Repeat Zinc Finger Protein, FOG
TTC218 Domain 21B ZFPM2 Family Member 2
TTcg | Tetratricopeptide Repeat zIc3 Zic Family Member 3
Domain 8
s Zinc Metallopeptidase
TTN Titin ZMPSTE24 STE24
TTR Transthyretin
Twist Family BHLH
TWISTH Transcription Factor 1
TXNRD2 Thioredoxin Reductase 2
UBR1 Ubiquitin Protein Ligase E3
Component N-Recognin 1
UPF3B Regulator of
UPF3B Nonsense Mediated MRNA
Decay
VCL Vinculin
Vascular Endothelial
VEGFA Growth Factor A
WASHC5 | WASH Complex Subunit 5

ANEXO - IV
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ANEXO V

CRITERIOS DE CLASIFICACION DE
VARIANTES SEGUN ACMG



ANEXO -V

Resumen de los criterios de clasificacion para variantes puntuales segiin ACMG

Benign Pathogenic

< —> € - >
Strong Supporting Supporting Moderate Strong Very Strong
Population MAF is too high for Absent in population Prevalence in
Data disorder BA1/851 OR databases PM2 affecteds statistically
observation in controls increased over
inconsistent with controls PS4
disease penetrance 852
Computational Multiple lines of Multiple lines of Novel missense change | Same amino acid Predicted null
And Predictive computational evidence computational at an amino acid residue| change as an variant in a gene
Data suggest no impact on gene | evidence support a where a different established where LOF is a
/gene product BP4 deleterious effect pathogenic missense pathogenic variant known
Kisiaraa i iene wheis on the gene /gene change has been seen PS1 mechanism of
8 ) product PP3 before PM5 disease
only truncating cause
) PVS1
disease BP1 Protein length changing
Silent variant with non variant P4
predicted splice impact BP7
Functional Well-established Missense in gene with | Mutational hot spot Well-established
Data functional studies show low rate of benign or well-studied functional studies
no deleterious effect missense variants and | functional domain show a deleterious
BS3 path. missenses without benign effect pPS3
common PP2 variation PM1
Non-segregation Co-segregation with
Segregation with disease BS4 disease in multiple
Increased ation data
Data affected family Sy >
members PP1
De novo De novo (without De novo (paternity &
Data paternity & maternity | maternity confirmed)
confirmed) PM6 PS2
Allelic Data Observed in trans with For recessive
a dominant variant BP2 disorders, detected
in trons with a
Observed in cis with a pathogenic variant
pathogenic variant BP2 PM3
Other Reputable source w/out Reputable source
Database shared data = benign BP6 | = pathogenic PP5
Found in case with Patient’s phenotype or
Other Data an alternate cause FH highly specific for
BP5 gene PP4
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