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RESUMEN EJECUTIVO

El desarrollo embrionario del corazén es un proceso complejo regulado por diversas vias de
sefnalizacion a cargo de un numeroso grupo de genes. La presencia de mutaciones génicas,
de anormalidades cromosdmicas, de variaciones epigenéticas y de regulacion sumadas a
factores ambientales, pueden alterar este proceso, generando cardiopatias congénitas que
pueden estar asociadas a diferentes fenotipos y variabilidad clinica, como es el caso de la

anomalia de Ebstein.

Colombia reconoce gran parte de estas enfermedades como huérfanas, debido a la baja
prevalencia y al impacto en la vida del paciente, constituyéndose en padecimientos de
especial interés para el Ministerio de Salud y para la literatura global. No obstante, el acceso
escaso de los pacientes a las herramientas diagndsticas en biologia molecular y el
desconocimiento de las pruebas idoneas para este tipo de patologias por gran parte de los
especialistas, ha llevado a que solo un pequefio nimero de afectados tenga el reconocimiento

de la causa molecular que explica su padecimiento.

Este abordaje es de vital importancia, no solo para el conocimiento de la fisiopatologia de la
enfermedad, sino también para realizar un adecuado asesoramiento genético en las familias
afectadas, lo que permite establecer riesgos de recurrencia, identificar portadores y personas

susceptibles de desarrollar la condicion.

Con el presente trabajo se pretende identificar las anormalidades gendmicas presentes en
personas con anomalia de Ebstein provenientes de diferentes regiones de Colombia y
contribuir con la comunidad cientifica en la bisqueda de genes y alteraciones moleculares

que permitan explicar los mecanismos asociados a estas patologias.

Palabras clave

Cardiopatias Congénitas, Anomalia de Ebstein, Hibridacion Genomica Comparada, Exoma.
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INTRODUCCION

Las Cardiopatias Congénitas (CC) globalmente afectan al 5-8% de los nacidos vivos (1) y de
ellas, las mas severas y complejas abarcan entre el 0.16% y 0.20%. La anomalia de Ebstein
(AE), es una de las CC mds infrecuentes y estd asociada con altas tasas de morbimortalidad,
afectando menos del 1% de los neonatos y su etiologia en la mayoria de los casos permanece
incierta. Un mejor entendimiento de las causas genéticas de la AE puede ayudar a formular
estrategias para el diagndstico oportuno, predecir los cursos clinicos, las respuestas a
tratamientos de los pacientes y prevenir la recurrencia a través de procesos de asesoria

genética.

Las investigaciones sobre las causas genéticas de las CC en Colombia se han limitado a
muestras pequefias, a metodologias de baja resoluciéon y a CC frecuentes, quedando un
remanente mayoritario de casos sin diagndstico genético incluyendo la AE. Por esta razon,
son necesarios estudios de investigacion que contengan un mayor nimero de personas, con
criterios de inclusion mds estrictos para la asignacidon del fenotipo (como presencia de
antecedentes familiares con AE o CC), y el uso de metodologias que permitan la deteccion

de un mayor rango de alteraciones cromosdmicas y/o mutaciones génicas.

La AE se manifiesta con diversos grados de displasia de la valvula tricuspide del corazén que
se emplaza de manera variable en el interior del ventriculo derecho, lo cual explica una
severidad clinica variable. Puede presentarse de manera aislada o sindrémica y la etiologia
de la AE permanece desconocida, a pesar de que en algunos casos se ha asociado con la
administracion de litio en mujeres con condiciones psiquidtricas durante el embarazo(2—4) y

para otras personas se ha asociado con mutaciones en los genes NKX2-5y MYH7(5-8).

Debido al poco conocimiento cientifico sobre la etiologia de esta malformacion, se considerd
indispensable el abordaje de la AE con la aplicacion de nuevas tecnologias y avances
genéticos para intentar reducir la brecha del conocimiento sobre la etiologia y los factores

causales genéticos, razones por las cuales se desarroll6 el presente proyecto.

Se seleccionaron nifios con diagnostico de AE valorados en la Fundacion Cardioinfantil-

Instituto de Cardiologia (FCI-IC) para ser evaluados por la consulta de Genética del

14



ANALISIS GENOMICO EN PACIENTES CON ANOMALIA DE EBSTEIN

Departamento de Pediatria, con la colaboracion de la unidad de Genética de la Universidad
del Rosario. A los pacientes que cumplieron los criterios del estudio, inicialmente, se les
realizd un andlisis de hibridaciéon genomica comparativa con base en microarreglos
(microarrays aCGH), para la deteccion de microdeleciones y microduplicaciones y poder
sefialar nuevos genes o /oci potencialmente involucrados que explicaran el trastorno. En
aquellos pacientes en quienes no se encontraron variantes candidatas por el método de
citogenética molecular de alta resolucion, se les realizd seguidamente una secuenciacion
exomica completa (WES o whole exome sequencing), con el fin de identificar aquellas
variantes no sinénimas en estado homocigoto, heterocigoto compuesto o heterocigoto simple
en genes que pudieran explicar la patologia, segiin el modo de herencia y su funcion.
Adicionalmente, se realizd un andlisis de las muestras de los familiares disponibles de las
personas afectadas, para determinar el origen y si este era consistente con la historia familiar.
En todos los casos, se ofrecid una sesion inicial de asesoramiento genético en la consulta

clinica, asi como una sesion final, una vez se obtuvieron los resultados.

Una vez se realizo la caracterizacion fenotipica de los pacientes con AE en la poblacion
colombiana con base en la heterogeneidad y variabilidad clinica, se observo un hallazgo
previamente no identificado que es la existencia de endofenotipos presentes en los afectados.
Por otra parte, se identificd la asociacion de un fenotipo sindrémico complejo con AE y
multiples anomalias congénitas presentes en una persona con delecion 1p36, que sugiere la

presencia de dos regiones criticas diferentes en esta alteracion cromosomica.

En conclusion, se obtuvo una descripcion de las causas genéticas de la anomalia de Ebstein,
la asociacion de este padecimiento con un fenotipo sindrémico, y la ampliacion de
anormalidades presentes en un sindrome conocido, con las cuales fue posible ampliar el
espectro de la identificacion de las causas de la AE, asi como la deteccion, seguimiento y
prevencion de esta cardiopatia. La adicion de la asesoria genética para los portadores,
familiares y afectados, sobre los factores de riesgo genéticos, dan pie a la toma de decisiones
informadas y contribuyen en la reduccion de los riesgos en nuevos afectados. Ademas, el uso
de nuevas tecnologias de alto rendimiento, junto con algoritmos novedosos de andlisis
gendmicos y de datos, permiti6 alcanzar el objetivo de generar nuevo conocimiento, y de

fortalecer las capacidades diagndsticas y epidemiologicas de este padecimiento.
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MARCO TEORICO

Las cardiopatias congénitas (CC) son alteraciones estructurales del corazén o de los grandes
vasos intratordcicos que causan un compromiso funcional real o potencial y que se producen
durante el desarrollo embrionario del corazon (9). Constituyen el defecto del desarrollo mas

comun en nuestra especie y afectan aproximadamente entre el 5 al 8% de los neonatos (1).

El corazén contiene tejidos de varios origenes embrionarios, células altamente especializadas
y realiza funciones quimicas complejas, por lo que la formacion del 6rgano implica multiples
eventos y pasos de diferenciacion, morfogénesis y funcion. La arquitectura genética para la
mayoria de las CC no ha sido completamente identificada a la fecha, la presencia de errores
durante la embriogénesis genética conduce a un desarrollo anormal del corazén y da origen
a distintas cardiopatias, con lo cual el reconocimiento de los genes y mecanismos causales
de las CC ofrecerd un excelente conocimiento frente al desarrollo y la funcién del corazén.
Hoy se puede decir que las CC son causadas por una variedad de eventos tales como
alteraciones cromosOmicas, mutaciones génicas (monogénicas, oligogénicas o poligénicas),
junto con alteraciones epigenéticas y/o ambientales (10,11). No obstante, se estima que la

etiologia de las CC, en cerca del 80% de los casos, sigue siendo desconocida.

Para entender el origen de las CC se requiere en parte conocer la embriogénesis cardiaca vy,
para los efectos del presente trabajo, con énfasis en el proceso de la génesis de las valvulas
del corazon y tomando en cuenta que la AE es un defecto en el emplazamiento de la valvula
tricispide, se concentrara la atencion en esta estructura. De la misma forma, es necesaria el
entendimiento de la contribucion de la genética y los errores gendomicos que puedan estar
presentes en la AE, para, seguidamente describir los métodos de analisis molecular que se
pueden emplear en el presente estudio para la identificacion de la causa y los mecanismos

embrioldgicos que explican esta cardiopatia.

Embriogénesis cardiaca

El corazén es el primer 6rgano observable durante el desarrollo embrionario, en su génesis
estdn involucrados procesos dindmicos de transformacién y desarrollo de diversos tipos de

células y linajes celulares (12). Las células que intervienen en la morfogénesis cardiaca son
16
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esenciales para el subsecuente desarrollo de cada uno de los componentes cardiacos y son
originarias del primer campo del corazdn; estas células primarias contribuyen Unicamente a
la formacion del ventriculo derecho (VD) y del canal auriculo-ventricular (CAV). De otro
lado, las células derivadas del segundo campo del corazon provienen de la migracién de
precursores mesenquimales que dan origen a las auriculas, al ventriculo izquierdo (VI) y a

gran parte del tracto de salida del 6rgano (13,14).

A los 15 dias de la gestacion, las células cardiacas progenitoras se disponen de forma
simétrica para formar las crestas precardiacas las cuales se configuraran en futuros
cardiomiocitos. Posteriormente, las crestas cardiacas dan origen al tubo cardiaco a la tercera
semana de la embriogénesis (14,15). Alrededor de la cuarta semana de la gestacion, el tubo
cardiaco sufre una torsién hacia la derecha, originando la formacién de un corazén
embrionario que posee cinco elementos: el tracto de entrada, el atrio embrionario, el CAV,
el ventriculo embrionario y el tracto de salida (13). Seguidamente, entre la quinta y sexta
semanas de gestacion ocurre la septacion del ventriculo y del atrio primitivo mediante la
aparicion de paredes (septos) interventriculares e interauriculares respectivamente. Este
proceso resulta en un corazén completamente tabicado, con cuatro camaras y los tractos de

entrada y salida (10,16).

La formacion de las valvulas del corazén es evidente en los fetos humanos entre la quinta y
sexta semana de desarrollo embrionario y, una vez ocurre la formacién de las almohadillas
endocdrdicas que transforman el epitelio mesenquimal al interior de la pared del tubo
cardiaco (15), se originan las vélvulas auriculo-ventriculares que corresponden a las valvulas
mitral y tricuspide, las cuales preceden a las vdlvulas del tracto de salida o valvulas

semilunares que son representadas por las valvulas adrtica y pulmonar (17).

Esta naturaleza compleja de diferenciaciéon y morfogénesis, junto con el alto nimero de
componentes estimados como posibles, que son codificados genéticamente, hace viable la
posibilidad de que se incorporen errores 0 mutaciones que conducen a un desarrollo anormal

del 6rgano cardiaco y originan algunas de las distintas CC.
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Etiologia de las cardiopatias congénitas

La etiologia de la mayoria de las CC permanece desconocida. Se ha estimado que el 65-80%
de los casos son de etiologia multifactorial (combinacién de factores genéticos y
ambientales); el 20-35% restante, se atribuye a anomalias cromosdmicas, a enfermedades
mendelianas y a CC no sindrémicas asociadas a genes especificos o a factores teratogénicos

(18,19).

Desde hace tiempo las CC se han asociado a anomalias cromosémicas numéricas o
estructurales en un 8 a 10% de los casos. Las mas frecuentes son las trisomias 21, 18 y 13
(Sindromes Down, Edwards y Patau) y los sindromes Turner, Klinefelter, velocardiofacial,

DiGeorge, Williams (monosomia X, 47,XXY, del22q11 y del7p), entre otros (18-20).

Aproximadamente el 3 al 5% de las CC pueden estar asociadas a anomalias extracardiacas o
ser atribuidas a sindromes de etiologia mendeliana como son: los sindromes Alagille,
Noonan, Holt-Oram, Ellis-van Creveld, Smith-Lemli-Opitz, CHARGE y Kabuki, entre otros.
Por otra parte, hay CC no sindrémicas que se han encontrado asociadas con genes
especificos; varios de los genes involucrados son factores de transcripciéon como es el caso
de GATA (GATA4, GATAS, GATA6), Home-box (NKX2-5, NKX2-6) y T-box (TBX1, TBXS,
TBX20), de proteinas estructurales como actinas cardiacas y miosinas (ACTCI, MYH7,
MYH6, MYH11) y moléculas de sefializacion celular como es el caso de la via Notch-Jagged

y NODAL (18,20).

Por ultimo, en cuanto a los factores ambientales, entre los cuales se pueden destacar como
causales las enfermedades maternas como diabetes mellitus, lupus eritematoso sistémico,
enfermedad febril, infecciones virales (rubéola en la madre) y la exposicion a teratdgenos
como talidomida, litio y 4cido retinoico (18,20). Otros posibles mecanismos genéticos
implicados en CC no sindromicas y que no han sido del todo estudiados, son los

polimorfismos de nucledtidos simples (SNPs) y los micro RNAs (20).

Enfermedad valvular

18
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Las valvulas son las estructuras cardiacas que regulan el paso del flujo sanguineo entre las
cavidades del corazén y la salida hacia los vasos principales (21). Cuando se impide la
apertura de alguna de las valvulas el fendmeno se le denomina estenosis y mientras que
cuando se afecta el cierre valvular se le denomina insuficiencia, casos en los cuales se
presentaria enfermedad valvular o valvulopatia cardiaca que puede estar presente en cada

una de las valvulas del corazon de forma congénita o adquirida (21,22).

A continuacion, se presentaran las principales enfermedades valvulares congénitas para cada
valvula del corazon. De estas, la véalvula adrtica bicuspide, el prolapso de la valvula mitral,
la estenosis de la valvula pulmonar y la anomalia de Ebstein de la vélvula tricuspide son los

ejemplos mads claros y estudiados hasta la fecha.

La valvula aortica es bicuspide, tiene dos valvas en lugar de tres, es disfuncional hasta en el
1% y 2% de la poblacion (17) y las personas afectadas presentan complicaciones como
estenosis y regurgitacion de la valvula aortica, endocarditis infecciosa, aneurismas y
diseccion adrtica. Asi mismo, presentan calcificacion temprana, hallazgo que conduce a

valvulopatia adrtica calcificada (23).

El prolapso de la valvula mitral, afecta entre el 2-3% de la poblacion general (17). Ocurre
cuando hay un abombamiento anormal y desplazamiento de las valvas de la valvula mitral
durante la sistole ventricular. Las personas afectadas pueden tener un mayor riesgo de
regurgitacion de la valvula mitral, insuficiencia cardiaca congestiva, arritmia y endocarditis

infecciosa (24).

La estenosis de la vdlvula pulmonar representa el 8-10% de todas las CC (25) y ocurre debido
al engrosamiento de las valvas de la valvula pulmonar. En este caso, es comun la insuficiencia
tricuspidea y puede haber algin grado de hipoplasia de ventriculo derecho (9). En adicién,

esta presente en la mayoria de los casos con sindrome Noonan (22).

Por tltimo, las anomalias de la valvula tricuspidea realmente son infrecuentes, aunque se han

notificado casos de pacientes afectados con atresia tricuspidea y de pacientes con anomalia
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de Ebstein (26).

Anomalia de Ebstein

Una de las anomalias congénitas del corazon mds cripticas y poco comun es la anomalia de
Ebstein (AE) la cual representa menos del 1% de todas las CC. En la AE se presenta un
incorrecto funcionamiento de la valvula trictispide la cual estd aumentada de tamafio y se
emplaza inusualmente al fondo del ventriculo derecho, razones que explican grados variables
de disfuncion valvular. El defecto de emplazamiento y el tamafio valvular facilitan la
regurgitacion de la sangre y un flujo retrégrado hacia la auricula derecha, en lugar de salir

hacia los pulmones (27), lo que origina la hipertrofia del corazén que luego causa falla
cardiaca (28).

Se ha estimado que el 43% de los casos de AE son aislados y el 57% de los casos restantes
estan asociados a otras anomalias congénitas. En este tltimo caso, la AE se presenta tanto
con anomalias extra-cardiacas (19%) como con otras alteraciones cardiacas (38%), de las
cuales, la mayoria (el 20%) es con lesiones estructurales cardiacas concurrentes.
Frecuentemente en la AE hay defectos del septo interauricular (CIA, 66% de los casos), por
lo que se considera la CIA como como parte de la condicion (29). Le siguen en frecuencia la
estenosis o atresia de la valvula pulmonar, el conducto arterioso persistente y, en orden

descendente, la tetralogia de Fallot, la coartacion adrtica, la transposicion de grandes vasos
y la CIV.

Es de resaltar que algunas anormalidades en la conduccidn cardiaca son caracteristicas de la
AE, siendo las mas frecuentes: el bloqueo de rama derecha (75%), las arritmias (22-42%), la
fibrilacion y el flutter auricular (25%), el bloqueo auriculo-ventricular de primer grado (25-
40%) y el sindrome Wolff Parkinson-White (WPW; 25%). El sindrome WPW es un trastorno
de pre-excitacion que se caracteriza por intervalo PR corto y la presencia de una onda delta
con morfologia de haz andémalo derecho (en la via antero-lateral derecha), en la mayoria de
los casos, o bien por el compromiso de multiples vias (10-40%) en un menor numero de

VvECes.
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Los examenes diagnosticos para la AE abarcan radiografia de torax, electrocardiograma,
ecocardiograma, e imagenes de resonancia magnética cardiovascular; siendo el
ecocardiograma el examen de eleccion para el diagnostico y para la valoracion inicial de
pacientes con AE, puesto que permite identificar y determinar la severidad de la anomalia

cardiaca y la existencia de otros defectos cardiacos concomitantes.

Dependiendo del grado de desplazamiento de la valvula en el interior del ventriculo derecho
y de la movilidad resultante en la valva anterior, evidenciados mediante un ecocardiograma,
se determina el grado de severidad de esta patologia, a lo que se le denomina la clasificacion
de Carpentier (30,31). Esta consiste en 4 categorias, desde la A hasta la D y en orden
descendente, siendo la A la de menor severidad, y la D como la de mayor implicacion o

severidad (30,31) (Ver tabla 1).

CLASIFICACION DE CARPENTIER

TIPO DESCRIPCION

* Lavalva anterior es grande y movil.
A * Hay desplazamiento de las valvas septal y posterior moderado sin volumen
restrictivo del VD funcional

* Lavalva anterior conserva bastante movilidad.
B * Hay desplazamiento hacia abajo de las valvas posteriory septal.
* VD atrializado.

C * Lavalva anterior presenta movilidad limitada con los espacios
intercordonalesimperforados (valva anterior estenética).

* Las tres valvas estan adheridas al tabique formando un saco continuo que se
D adhiere al VD dilatado.
* Atrializacién de todo el ventriculo derecho, excepto por un componente
infundibular pequefio

Tabla 1. Clasificacion de Carpentier
La historia natural y el prondstico de las personas con AE dependen en gran medida de la
edad de presentacion, del grado del defecto anatémico, del flujo sanguineo pulmonar, de la
insuficiencia de la valvula tricispide, de la concomitancia de lesiones estructurales cardiacas

y de la presencia de arritmias de dificil manejo, lo que significa, un espectro diverso en la
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presentacion clinica de la AE, que abarca desde un cuadro clinico severo que ocasiona la
muerte intrauterina o neonatal, o, un cuadro clinico leve en el que puede haber ausencia de

sintomas hasta la edad adulta.

La mayoria de los casos son esporadicos y los casos familiares son raros. Se ha relacionado
algunas veces como el resultado de teratogenia fetal por exposicion al litio (2—4), y también

se le ha asociado con mutaciones en los genes NKX2-5 y MYH7(5-8).

NKX2-5 es un factor de transcripcion homeobox esencial en el desarrollo cardiaco. Las
mutaciones en NKX2-5 causan diversas malformaciones cardiacas congénitas, incluyendo
malformaciones conotruncales, CIA, CIV, hipoplasia del ventriculo izquierdo y tetralogia de
Fallot. Benson et al. (1999), identificaron 7 mutaciones nuevas en NKX2-5 en 26 individuos

con diferentes anomalias cardiacas, entre las cuales estaba la AE (32).

El gen MYH7 codifica para la cadena pesada  de la miosina, expresada en las fibras del
musculo cardiaco. Las personas con mutaciones en este gen, pueden presentar compromiso
cardiaco con fenotipos diversos tales como AE, miocardiopatia hipertrofica (7),
miocardiopatia dilatada y la no compactacion del ventriculo izquierdo (LVNC, por su nombre
en inglés)(5,6), tanto de manera aislada como con otras anomalias intra-cardiacas. En este
sentido, Hirono et al. (2011), describieron un caso raro de AE familiar asociado con una
mutacion patogénica nueva en el gen MYH7, presente en un padre y dos de sus hijos, los

cuales cursaban con AE, LVNC y CIV(8).

Las mutaciones patogénicas encontradas en pacientes con AE explican una proporcion baja
de los casos, lo que sugiere que las variaciones en la secuencia de nucleétidos de este y otros
genes involucrados en el desarrollo del corazén pueden explicar algunos otros casos, bajo
modelos poligénicos o multifactoriales. De la misma manera, la relacion entre la variacion
en el numero de copias (CNVs) y la AE, asi como modelos de herencia oligogénica o la
presencia de factores epigenéticos y/o ambientales, probablemente pueden explicar casos

adicionales (11).
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Alteraciones en el genoma como causa de la anomalia de Ebstein

Los errores gendmicos que pueden dar origen a las cardiopatias congénitas, son de naturaleza
variada y son el resultado de cambios en la secuencia, en la organizacion, en la regulacion,
en la funcién o en la expresion del ADN. A nivel de la molécula del ADN, la AE puede ser
causada por la mutacién en un solo gen (monogénica), de algunos pocos genes (oligogénica),
de multiples genes (poligénicas), o por una combinacion de mutaciones en genes y/o factores
ambientales (multifactoriales), y también por dafios en los cromosomas (cambios en el

nimero o estructura de un cromosoma entero), o de parte de los cromosomas (CNVs).

Los CNVs se definen como cambios estructurales en los cromosomas que surgen de la
recombinaciéon del genoma, que resultan de deleciones o inserciones genéticas que
usualmente no son identificadas en el andlisis cromosémico tradicional (Cariotipo), dado que

estan por fuera del alcance visual del microscopio de luz.

Las sustituciones de un solo nucleétido (single nucleotide polymorphism; SNP) son los
cambios de una base por otra en un lugar especifico del genoma. Es el tipo de variacion
gendmica mds comun, y algunas de ellas se constituyen en mutaciones. Los SNPs se dividen
en variantes de cambio de sentido (missense), en las que la sustitucion resulta en la
produccion de una proteina con un aminodcido diferente al presente en la secuencia
polipeptidica original, cambio que puede alterar su funcion; y en las variantes sin sentido
(nonsense), en las que la sustitucion genera una sefial prematura de terminacion de la sintesis
de la proteina, lo que resulta en una proteina incompleta y generalmente disfuncional.
Adicionalmente, las mutaciones que afectan la secuencia especifica de nucledtidos en los
sitios de splicing, interfieren y, a veces, impiden totalmente el proceso de corte y empalme
normal del RNA en ese sitio. Las mutaciones descritas anteriormente pueden alterar factores
de transcripcién y vias de sefializacion que impiden el correcto desarrollo del corazon,

llevando a la presencia de una CC.

Analisis genomico
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Las tecnologias para la identificacion de las causas genéticas de la patologia humana han
progresado significativamente en los tltimos afios con nuevos métodos de secuenciacion y

de analisis cromosdmico que han contribuido a elucidar nuevas causas diversas las CC.

Analisis cromosomico

Estudios recientes han mostrado que las alteraciones de los CNVs son causa principal
patogénica de hasta el 10% de los casos con CC y se ha encontrado que entre el 3 al 25% de
los pacientes con CC se presentan con anormalidades extra-cardiacas. Sin embargo, los
rendimientos diagndsticos reportados han sido muchas veces alcanzados con tecnologias de

baja resolucion como son el cariotipo, el FISH y la secuenciacién dirigida).

Aunque el cariotipo continda siendo el patrén de oro para el diagndstico de aneuploidias y
otras anormalidades cromosdmicas grandes, las resoluciones del cariotipo y del FISH se han
vuelto insuficientes para detectar las causas genéticas en la mayoria de pacientes con CC de

causa incierta y en casi la mitad de los pacientes con CC asociadas a un sindrome.

Métodos moleculares como el MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) y
los arreglos de hibridacion gendmica comparativa (aCGH), han demostrado ser herramientas
indispensables para la deteccion de sindromes de microdeleciones y microduplicaciones que

no son usualmente detectadas por un andlisis cromos6mico convencional.

El uso de la aCGH ha mostrado una mayor sensibilidad para la identificacion de desbalances
cromosomicos y, particularmente esta indicado en las personas con déficit cognitivo, autismo
o trastornos del espectro autista, sindromes de malformaciones multiples congénitas y en el
diagnostico prenatal y de pre-implantacion. Dada la disponibilidad de aCGH de alta
resolucion es probable que con esta nueva tecnologia sea posible mejorar la sensibilidad para
identificar mutaciones por variacion de CNVs que afecten un rango menor de genes

contiguos y un rendimiento diagndstico mas alto.

Por lo tanto, se ha recomendado el uso de la aCGH para el diagndstico genético de primera
linea para las CC mads frecuentemente asociadas a microdeleciones/microduplicaciones, en
especial cuando hay caracteristicas extra-cardiacas presentes y no se tiene sospecha de algtin

diagnostico. En aquellos casos en los que no se identifican CNVs después de un resultado
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normal de aCGH de alta resolucion, pero se tienen pacientes con fenotipos con el potencial
de ser causados por variaciones en SNPs, se debe descartar la posibilidad de una causa

monogénica.

Analisis de exoma completo

Algunos de los desarrollos mds significativos en el area de diagndstico genético en los
ultimos afios han sido las tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion (NGS). Estas
técnicas tienen tiempos de respuesta mas rapidos y una mayor costo-efectividad, comparado
con los métodos de secuenciacion tradicionales (secuenciacidn de Sanger). La secuenciacion
de Sanger es el patron de oro para el andlisis dirigido a genes especificos o mutaciones
familiares, también para la identificacion de nuevos genes mediante la demostracion de
mutaciones que causan el fenotipo en la cual, previamente no se ha relacionado el gen; sin
embargo, en la mayoria de los casos no asociados a investigacion, requiere un conocimiento
previo de los genes causantes de la enfermedad. Por otro lado, las metodologias de NGS
brindan un mayor rendimiento diagndstico para enfermedades con sospecha genética o de
causa incierta, o para condiciones genéticamente heterogéneas que provienen de mutaciones

en varios loci.

Las ventajas de la NGS se han visto reflejadas en la implementacion clinica de la
secuenciacion de exoma completo (WES). A diferencia de la secuenciacion de genoma
completo (WGS), que analiza cada base del genoma, WES se centra especificamente en las
regiones que codifican para proteinas (WES corresponde aproximadamente al 1-2% del total
del genoma humano, lo que corresponde a 30 Mb del DNA. WGS corresponde al 85-95%
del total de la secuencia del genoma humano, es decir a 3 Gb del WSG) y asume que una
proporcion significativa de enfermedades genéticas sin caracterizar pueden ser explicadas
por la variacion de la secuencia de ADN codificante. Esta asuncion es razonable para
condiciones heredables porque la mayoria de mutaciones que resultan en enfermedades

mendelianas han sido tradicionalmente detectables en regiones codificantes para proteinas.

WES se ha utilizado exitosamente para identificar defectos genéticos asociados con diversas

CC. Sin embargo, la interpretacion de las variantes detectadas continda siendo un desafio
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importante, al identificar variantes tnicas codificantes por exoma secuenciado y variantes
potencialmente patogénicas incluso en individuos aparentemente sanos. Por lo tanto, es
indispensable la realizacion de un enfoque clinico con un planteamiento diagndstico correcto,
un andlisis detallado con base en una revision cuidadosa y extensa de la literatura, una
adecuada gestion de la informacion con buena calidad en la interpretacion, una utilizacion de
las bases de datos para todas las variantes de potencial relevancia clinica y la clasificacion
adecuada de estas variantes como benignas, patogénicas o de significado clinico incierto, y
por ultimo, una orientacion clinica post test con un acertado asesoramiento genético personal

y familiar.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las Cardiopatias Congénitas (CC) complican entre el 0.16% y 0.20% de los nacimientos.
Debido a los diversos fenotipos, y a la diversa heterogeneidad de causas, sean estas genéticas,
ambientales o complejas, la prevalencia es baja y, por ello, muchas de ellas estan clasificadas
como enfermedades huérfanas por el gobierno nacional. La mayoria de las CC representan
un alto impacto en la vida de las personas y su manejo generalmente es quirurgico, lo cual
genera altos costos para el sistema de salud. Un mejor entendimiento de las causas genéticas
de estas enfermedades puede ayudar a predecir los cursos clinicos y las respuestas a
tratamientos de diferentes pacientes y a prevenir su recurrencia a través de procesos de

asesoria genética.

Baltaxe y Zarante estimaron en 0.12% la prevalencia de CC en once hospitales de Colombia
e identificaron la edad materna y paterna avanzada como uno de los factores de riesgo para
el desarrollo de las CC. Este resultado es consistente con un aumento en las tasas de
anormalidades cromosomicas y mutaciones génicas en hijos nacidos de padres mayores y
predice un aumento en la prevalencia de las CC como resultado de una transicion
epidemioldgica. Adicionalmente, las estadisticas de las brigadas de deteccion de nifios
enfermos del corazon realizadas por la FCI-IC entre el afio 2005 y 2014, muestran una mayor
prevalencia y diferencia regional de algunas CC en Colombia, lo que sugiere contrastes en el

contexto genético subyacente al desarrollo de estas enfermedades.

Las investigaciones sobre las causas genéticas de CC en Colombia se han limitado a muestras
pequenias y a metodologias de baja resolucion para la deteccion de deleciones en 22q11.2 y
mutaciones en el gen GATA4, las cuales identificaron variantes en 3 de 61 y 9 de 33 pacientes
respectivamente, dejando a la mayoria de los casos sin diagnéstico genético. Por esta razon,
se hace necesario investigar sobre las causas genéticas de las CC en Colombia, en este caso
la AE, la cual hace parte del programa PINOCCHIO (Programa para la Innovacién en
Cardiopatias Congénitas Humanas Infrecuentes para Colombia), utilizando tamafios de
muestra mayores y metodologias de mayor sensibilidad que permitan la deteccion de un de
anormalidades cromosdémicas (microdeleciones/microduplicaciones) mediante aCGH y de

mutaciones génicas mediante analisis de WES.
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Describir las anormalidades gendmicas presentes en pacientes colombianos con

anomalia de Ebstein valorados por la Fundacion Cardioinfantil entre 1997 y 2016

Objetivos Especificos
e Identificar los fenotipos presentes en las personas con AE
e Describir las caracteristicas epidemioldgicas de las personas con AE
e Identificar anormalidades cromosdmicas por métodos de alta resolucion en la AE

e Identificar genes candidatos asociados al desarrollo de anomalia de Ebstein
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MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio y poblacion de pacientes

Se realiz6 un estudio observacional de corte transversal para caracterizar la presentacion
clinica de la AE. Las personas incluidas en el estudio, tenian la confirmacion diagnostica de
AE en mas de un reporte ecocardiografico que evidenciaba el desplazamiento distal mayor a
0,8 cm/m? en las valvas tricuspideas (29), en relacion con la valva anterior de la valvula
mitral. Se excluyeron las personas con transposicion de grandes vasos y/o displasia

tricuspidea que no tuvieran AE, dado que estos afectados pueden imitar la AE.

Se examinaron los registros de 147 personas con diagndstico de AE que asistieron a la FCI-
IC entre 1997 y 2016 (ver grafica 1). Estas personas fueron identificadas como parte de la
base de datos de la cohorte de enfermedades cardiacas congénitas (CHD, por sus siglas en
inglés) del programa PINOCCHIO y a través de un programa institucional de deteccion de
enfermedades coronarias a nivel nacional. El estudio fue aprobado por la junta de revision

institucional de la FCI-IC, y el comité de €tica institucional

Los datos epidemioldgicos se obtuvieron de tres fuentes principales de informacién: una
base de datos institucional del programa nacional de deteccion de CHD que incluye a 12
ciudades colombianas; una base de datos de los registros médicos de los pacientes con AE y
un registro institucional de cirugia cardiaca. Una vez que se consolidd un registro central, se

excluyeron todos los registros duplicados.

Caracteristicas como el sexo, la edad de la primera valoracién en la FCI-IC, la presencia de
comorbilidades (cardiovasculares y no cardiovasculares), los signos y sintomas presentes en
la primera consulta, y los datos de mortalidad y de cirugias realizadas, se analizaron

retrospectivamente segun los registros médicos.

En algunos casos en los que la informacién no estaba disponible, los datos se obtuvieron por
llamada telefénica a los familiares del registro. De todos los casos, solo seis pacientes se

perdieron durante el seguimiento.
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Analisis estadistico de pacientes con AE no sindromica

Para determinar si la distribucion de las comorbilidades mostraba patrones que sugirieran la
existencia de endofenotipos en las personas analizadas, se realiz6 un andlisis de agrupamiento
(cluster) para la clasificacion de pacientes basado con base en multiples variables y, de
acuerdo con esto, las personas con mds caracteristicas en comuin se aglutinan en grupos
especificos. Este andlisis se ha utilizado previamente para clasificar a los pacientes con

anomalias congénitas en subgrupos clinicamente relevantes en funcion de su fenotipo.

El tamafio de muestra para este andlisis se determind teniendo en cuenta el niimero de
variables y la dimensionalidad de los datos, calculando un tamafio de muestra 2", donde X
representa el nimero de variables, siendo estas variables dicotomicas cualitativas (por lo

tanto, no se necesitod estandarizacion).

Con un tamafio de muestra de 133 casos aislados de AE (excluyendo 14 individuos
con patologia sindromica), se identificaron cinco comorbilidades cardiacas relevantes, cada
una presente en mas de diez pacientes, lo cual permitid la clasificacion con base a la presencia
o ausencia de estas patologias. Las comorbilidades que superaron este umbral y que fueron

tenidas en cuenta son: 1. La comunicacion interauricular (incluye CIA ostium primum, CIA

30



ANALISIS GENOMICO EN PACIENTES CON ANOMALIA DE EBSTEIN

ostium secundum y foramen oval permeable); 2. El sindrome WPW; 3. El bloqueo completo
de rama derecha (BRD); 4. La obstruccion del tracto de salida del ventriculo derecho (incluye
estenosis pulmonar, atresia pulmonar con CIV, atresia pulmonar sin CIV y tetralogia de

Fallot) y 5. La taquicardia supraventricular (TSV).

Por otra parte, se consideré que un paciente tenia una presentacion sindrémica si habia
presencia de anomalias extracardiacas, déficit cognitivo o sospecha de un sindrome
especifico. Estos pacientes no se incluyeron ni en el clister ni en el andlisis de supervivencia,

con el fin de comprender mejor la heterogeneidad de la AE no sindromica.

Algunas alteraciones cardiacas no fueron incluidas en el estudio como: el bloqueo incompleto
de la rama derecha dado que no representa una caracteristica hemodindmica importante y es
un hallazgo frecuente en personas sanas; el ductus arterioso persistente debido a que algunas
veces es secundario al tratamiento con prostaglandinas para la AE dependiente de este, lo
cual representaba un factor de confusion; la hipertensién pulmonar, debido a que puede ser
una consecuencia hemodindmica de la obstruccién del tracto de salida del VD y el grado
de insuficiencia tricuspidea el cual vari6 significativamente entre las diferentes mediciones,
motivo por el cual no fue incluido pero fue considerado lo suficientemente grave para
requerir intervencion quirurgica en 27 (18,4%) pacientes. De la misma manera, las arritmias
ausentes antes de la cirugia y desarrolladas en el post-operatorio no se incluyeron en el
andlisis (con la excepcion del sindrome WPW) y se etiquetaron como arritmias post-

quirtdrgicas, presumiblemente como resultado de dafio miocardico.

La agrupacion se llevo a cabo utilizando el método jerarquico (con el algoritmo Ward y la
distancia euclidiana para la medida de similitud o disimilitud, para variables binarias) y el
método de dos pasos (2-step method), y se compar6 la convergencia entre ambos métodos
(ver ilustracion 1). El analisis es crucial para generar hipdtesis sobre comorbilidades que no
pueden ser distribuidas al azar en los pacientes con AE, pero pueden mostrar asociaciones
con otras comorbilidades, motivo por el cual, se realizaron pruebas de asociacion entre los
pacientes que presentan AE con las diferentes comorbilidades mediante el test de ¥?, con
valores de p<0.05 considerados como significativos. La supervivencia a la edad adulta se

calcul6 usando el analisis de Kaplan-Meier, y las diferencias entre los subgrupos se estimaron
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usando el método log-rank (Mantel-Cox). Todos los anélisis estadisticos se llevaron a cabo

utilizando SPSS version 23 (IBM Corp., Armonk, NY) para Macintosh.

Seleccion de pacientes con patologia sindromica o antecedente familiar
Después de analizar los casos sindromicos y/o familiares de AE de forma individual, se
determind la realizacion de pruebas citogenéticas aCGH o de WES acorde a cada caso indice.

De los casos encontrados, a continuacion, se describen los mas relevantes.

El caso No. 1, es una persona del género femenino de 40 afios de edad, nacida en San
Cayetano (Cundinamarca, Colombia), con diagndstico de AE del tipo B, CIA tipo ostium
secundum, CIV muscular, hipertension pulmonar, retorno venoso pulmonar anémalo,
fibrilacion auricular y BRD, con antecedente importante de 2 pérdidas reproductivas, una de
ellas con diagndstico prenatal de cardiopatia congénita. Se identificé un apellido en comun
entre los padres de la paciente, aunque afirmaron no ser consanguineos. (Ver grafica
suplementaria 1)

El caso No 7, es una persona del género masculino de 21 afios de edad, también de San
Cayetano (Cundinamarca, Colombia), con AE del tipo D, dilatacién aneurismatica de la
auriculay del VD, con sindrome WPW, hipertension pulmonar, con antecedente de trasplante
cardiaco. (Ver grafica suplementaria 2)

Debido al origen comun de los pacientes de las familias 1 y 7, y al antecedente del apellido
en comun, se decidid realizar WES a ambos individuos afectados, con un analisis individual
y la posterior comparacion de las mutaciones encontradas en ambos pacientes, con el fin de

determinar variantes en comun.

El caso No. 2, es una persona del género femenino de 26 afios de edad, con AE del tipo A,
sindrome WPW, TSV, déficit cognitivo, resistencia a la insulina, luxacion de cadera
congénita y obesidad. Tiene antecedente familiar de un hermano de 17 afios con sindrome
WPW vy luxacion congénita de cadera (ver grafica suplementaria 3). Dados hallazgos
encontrados en la paciente, con anomalias fenotipicas al examen fisico (microcefalia,
hipertelorismo, braquicefalia, déficit cognitivo e hipotonia), se solicit6 aCGH para identificar
microdeleciones o microduplicaciones cromosdmicas y confirmar una causa gendmica.
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El caso No 3, es una persona del género masculino de 21 afios de edad, con AE del tipo C,
BRD, CIA tipo ostium secundum, sindrome WPW, TSV, quien requirié ablacion quirtrgica
a los 12 afos. Se identificd a un hermano de 10 afos con AE (ver grafica suplementaria 4).
Debido a la presencia de AE en el caso indice y en el hermano, se contempl6 la hipotesis de
un modelo de herencia autosémica recesiva, motivo por el cual se realiz6 WES en ambos

hermanos afectados.

El caso No. 8, es un nifio de 4 afios de edad, con AE del tipo D, CIV perimembranosa,
estenosis en el origen de la rama pulmonar izquierda, TSV, y multiples signos y sintomas
como fotofobia, queratocono en ojo izquierdo, reflujo gastroesofagico, trastorno de
deglucion, criptorquidea unilateral, hipotonia, convulsiones asociadas a picos febriles y
déficit cognitivo. Se observaron ademads otras anomalias fenotipicas al exdmen fisico como
trigonocefalia, cabello escaso y seco, orejas con implantacion baja con plegamiento de hélix
izquierdo, arco superciliar marcado , cejas espaciadas medialmente escasas de predominio
lateral, ptosis palpebral de predominio izquierdo, telecanto, sin fijaciéon de la mirada,
asimetria de fisuras palpebrales de predominio izquierdo, raiz nasal alta, narinas hipoplasicas
y antevertidas, comisuras labiales orientadas hacia abajo, retrognatia, paladar ojival, cuello
corto, torax corto y ancho, pectum excavatum, diastasis de musculos rectos abdominales,
pulgares ensanchados con falanges distales anchas, palmas anchas, acortamiento de 4° dedo
bilateral en pies, presencia de foseta sacra, con multiples lineas hipocromicas en espalda poco
confluentes y linea longitudinal toracica medial similar a linea alba (ver gréfica
suplementaria 5). Por todos estos hallazgos se solicitdé un analisis de aCGH para descartar

sindrome de microdelecion/microduplicacion asociado.

El caso 10, es un paciente del género masculino de 3 afios de edad con AE del tipo C, foramen
ovale permeable, hipoplasia del anillo troncoso y ramas pulmonares, bloqueo auriculo-
ventricular y BRD. La familia, que es natural de Barranquilla (Atlantico, Colombia) y con
antecedente de consanguinidad en los tatarabuelos maternos, refirid el antecedente de
hermana con foramen ovale permeable, y una prima en tercer grado, hija a su vez de padres

consanguineos, quien presentd AE y falleci6 en la infancia (ver grafica suplementaria 6). En
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este caso, ante los hallazgos clinicos y los antecedentes familiares, se decidio realizar WES
al caso indice, a la madre, y al tio en tercer grado (padre de prima fallecida), con el fin de

determinar variantes en comun.

El caso 11, es una persona del género masculino, de 26 afios de edad, natural de Huila,
Colombia, con AE del tipo B, quien tiene historia familiar de patologia cardiaca. Una prima
materna en segundo grado, de 25 afios de edad, con estenosis de valvula pulmonar y CIA;
ademads, un primo materno, en segundo grado de consanguinidad, de 5 afos de edad, se
presentd con estenosis de la valvula pulmonar y enfermedad de la valvula mitral; un primo
materno en tercer grado de consanguinidad de 15 afios de edad presentd estenosis de la
véalvula pulmonar y una prima materna, en tercer grado de consanguinidad, se presentd con
diagnostico de heterotaxia y fallecié a la semana de vida (ver grafica suplementaria 7).
Debido a la recurrencia intrafamiliar de CC y el lugar de origen en comun de todos los

afectados, se decidio realizar WES en el paciente y en los familiares afectados disponibles

El caso 12 es un paciente del género masculino, de 18 afios de edad, hijo de padres
consanguineos, (primos hermanos), con hipercolesterolemia familiar homocigota y AE del
tipo C. Una hermana de 17 anos de edad también presenta hipercolesterolemia familiar
homocigota (ver grafica suplementaria 8). Se realizo WES en ambos hermanos con el fin de

determinar las variantes gendmicas asociadas a AE.

Los casos no mencionados, son pacientes con diagnostico de AE, sin antecedentes familiares

relevantes, en quienes no se identificaron otros hallazgos significativos

Construccion de un panel de genes candidatos

Diseiio vy busqueda de bibliografia

La aplicacion de paneles de secuenciacion para el diagnostico genético de enfermedades
cardiovasculares, requiere de un proceso de seleccion y estudio de los genes asociados a la

patologia cardiaca heterogénea teniendo en cuenta los multiples factores involucrados.
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El método utilizado incluye una busqueda bibliografica exhaustiva de enfermedades
genéticas cardiovasculares, genes descritos asociados a patologia cardiaca, genes
involucrados en el desarrollo embrionario cardiaco, vias de sefializacidon e interacciones
intergénicas, genes candidatos encontrados en estudios en animales, en estudios de
asociacion, y en estudios funcionales, con posterior revision de datos genéticos de cada uno

de los items encontrados (ver grafica 2).

. Elaboracion de Revision y
bibﬁgsggf?c?aad = listado de elaboracion de
enfergr]n iRke enfermedades 'y informacioén

genes genética

Grdfica 2. Diserio de enfermedades cardiacas congénitas y genes asociados

Las bases de datos empleadas para la busqueda de la informacion de las enfermedades
cardiovasculares, fueron: On Mendelian Inheritance in Man: (OMIM) la cual es una base de
datos utilizada para obtener la informaciéon de enfermedades y genes asociados;
GeneReviews, la cual caracteriza las enfermedades, establece el diagndstico diferencial y los
genes asociados y PubMed, que es una base de datos de bibliografia actualizada sobre

informacion biomédica.

Por otra parte, las bases de datos empleadas para la busqueda de la informacion genética de
los genes fueron las siguientes: National Center for Biotechnology Information: Gene:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/; HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC):
http://www.genenames.org/; codigo de identificacion Ensembl:
http://www.ensembl.org/index.html;  genecards: http://www.genecards.org/;  Uniprot:

http://www.uniprot.org/ y Reactome: https://reactome.org/what-is-reactome.

Clasificacion de los genes

Los genes candidatos identificados en la busqueda bibliografica, fueron corroborados segun
publicaciones realizadas en estudios de citogenética, estudios de secuenciacion,
investigacion en animales, asociacion, y estudios funcionales. Posteriormente, los genes

fueron clasificados de acuerdo con los cuadros clinicos asociados mas relevantes, los cuales
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incluian miocardiopatia hipertrofica, dilatada, arritmogénica, no compactada, restrictiva y
rasopatias; genes de canalopatias que incluian sindrome QT largo, sindrome QT corto,
catecolaminérgica, sindrome Brugada, sistema de conduccion, y fibrilacion auricular; a
enfermedad aodrtica incluyendo alteraciones del tejido conectivo como los sindromes de
Marfan, Loeys-Dietz, Ehlers Danlos, Shprintzen-Goldberg o de diseccion adrtica familiar o
aneurismas toracicos; hipercolesterolemia familiar; genes del desarrollo y de cardiopatias
congénitas. Una vez completada la informacién y la clasificacion respectiva de los genes
identificados, se eliminaron los genes duplicados o aquellos que pertenecian a mas de una

categoria.

Identificacion de variantes genéticas

Método diagnostico

Luego de examinar los registros de los pacientes con diagnodstico de AE que asistieron a la
FCI-IC entre 1997 y 2016, las personas fueron evaluados por el servicio de genética médica
de la FCI-IC y de la Universidad del Rosario, a quienes se les presentaron y explicaron
previamente consentimientos informados para el paciente, los padres o tutores legales y
asentimiento informado, cuando este aplicaba, con el objeto de determinar si el paciente
cumplia con los criterios para presentar la cardiopatia descrita, si dicha patologia era aislada
o sindromica y si era elegible para realizar andlisis gendmicos. Se diligenci6 un formato de

recoleccion de datos, y se tom6 una muestra de sangre periférica para la extraccion de ADN.

Las muestras fueron procesadas de acuerdo a un algoritmo orientado segtn la hipdtesis de la
causa genética (ver grafica 3). La seleccion de los métodos de analisis se realizé de acuerdo
a la asociacion de diferentes tipos de variantes con diversas patologias reportadas en la
literatura y de acuerdo a la experiencia del grupo de genetistas de la FCI-IC y de la

Universidad del Rosario.
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¢La enfermedad del paciente puede ser causada por anomalia

cromosomica?

Sil l No

CGH —) Sanger NGS
| l l
Dx + Asesoria Genética <20 exones descritos >20 exones descritos
explican el 100% de los explican el 100% de los
casos casos
Dx + Asesoria Genética Dx + Asesoria Genética

l

Dx + Investigacion

Grdfica 3. Algoritmo de hipotesis de etiologia genética

Hibridacion genomica comparada

Para identificar anomalias cromosémicas potenciales en los pacientes con AE se realizé un
analisis de aCGH con el fin de identificar presuntas microinserciones/microdeleciones en
estado homocigoto o heterocigoto en una region del genoma que incluyera genes que
pudieran asociarse con la entidad. Se realizé un anélisis de micromatrices citogenéticas
utilizando el conjunto Affymetrix Cytoscan 750K Human Genome CNV + SNP con 550,000
sondas no polimérficas CNVs y 200,000 sondas SNPs con referencia a la version de genoma

GRCh37 (hgl9).

Secuenciacion exomica

En casos en donde no se encontrd alteracion cromosomica, o donde se considero un posible
modelo de herencia mendeliana, se realizO una WES utilizando filtros bioinformaticos
(cobertura/profundidad minima de 90%/50X promedio respectivamente), con el fin de
determinar la presencia de uno o varios SNPs en estado homocigoto o heterocigoto, que

pudieran explicar la patologia segin el modo de herencia y la funcion del gen en donde se
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ubican. Todas las variantes a consideracion debian alterar la secuencia de la proteina, tener
una probabilidad significativa de alterar su funcion de acuerdo a predictores bioinformaticos
y ser novedosas o estar reportadas en la literatura con una frecuencia alélica minima (MAF)
menor a 0.005, excepto en casos en que la variante se encuentre en un numero mayor de
pacientes del esperado (p<0.05) o la variante haya sido asociada a un gen que previamente
se le haya identificado responsable de CC huérfanas. Adicionalmente, las variantes a

consideracion debian ser consistentes con el patron de herencia de las hipotesis de trabajo.

Filtrado de secuencias

Al realizar el filtrado de las variantes, es importante tener en cuenta que al comparar los datos
del exoma de cada individuo con el genoma de referencia, es posible encontrar multiples
variaciones, las cuales pueden ser habituales en la poblacion y no tener un significado
patologico, o, por el contrario, ser infrecuentes y con un significado clinico incierto.

Para realizar el filtrado el archivo fue leido en el formato Excel, el cual para cada variante
encontrada incluia los siguientes datos: el gen, la funcidon (en regiones exonicas o en sitios
de splicing), el tipo de mutacion, el cambio de aminoacido, la frecuencia en la que el alelo
aparece en la base de datos de los 1.000 genomas, la referencia dbSNP y las puntuaciones de
predictores bioinformaticos especificos como SIFT (http://siftjcvi.org) y Polyphen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

Con el fin de establecer las variantes responsables del fenotipo de la AE, se utilizaron

diferentes filtros (ver grafica 4).

» Por variantes raras: Muchas de las CC son poco frecuentes, por lo que se espera que
las mutaciones que las causan sean igualmente infrecuentes en la poblacion. Para este
filtro, se seleccionaron variantes que tuvieran un MAF menor de 0.05 o 0.005%

dependiendo de cada caso.

» Por funcion: Las mutaciones en regiones codificantes o en sitios de splicing tienen

mas probabilidades de ser patogénicas que las situadas en zonas no codificantes. Sin
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embargo, mutaciones en areas intronicas reguladoras pueden determinar patologias.
Las incluidas en este analisis, fueron las mutaciones presentes en regiones exonicas

o en regiones de splicing.

Segun el tipo de mutacién: Las mutaciones sindnimas son menos frecuentemente
patogénicas que aquellas que modifican la estructura de la proteina (missense,
nonsense, inserciones/delecciones). En este filtro, se tuvieron en cuenta las variantes
con mutaciones missense, nonsense, frameshift y aquellas que afectan sitios de

splicing.

Por herencia: Filtrado por mutaciones en homocigosis o heterocigoto compuesto, en
el caso de enfermedades de herencia recesiva. En el caso de hermanos afectados se
buscé presencia de variantes solo en regiones del genoma compartidas. En caso de
enfermedades de herencia dominante, se realiz6 el filtrado por mutaciones en estado

heterocigoto.
Segun la prediccion: Los predictores bioinformaticos empleados fueron SIFT,
Polyphen o Mutation-Taster los cuales fueron utilizados con precaucién y en conjunto

con los otros datos, y nunca como un factor exclusivo

Filtro manual: Se realiz6 un analisis manual para descartar genes no relacionados con

la patologia cardiaca de base.
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Grdfica 4. Filtrado de variantes

Aplicacion de genes candidatos del panel multigénico

Los genes pertenecientes al panel multigénico fueron analizados de forma paralela a los
filtros seleccionados para el analisis del WES, con el fin de comparar los genes resultantes al
filtrado de variantes y los resultantes segtin el panel y, de esta forma, determinar la aplicacion

e importancia del mismo. (ver tabla suplementaria 1)

Analisis en familiares

Una vez identificada(s) la(s) variante(s) putativamente responsables del fenotipo, se
determino la presencia o ausencia en los padres del paciente (con previo consentimiento
informado), para determinar el origen (paterno, materno y/o de novo) y si este era consistente
con la historia familiar. Esta informacion fue utilizada para modelar la penetrancia de las

variantes observadas y para ofrecer asesoria genética a la familia del paciente
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RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

La poblacion de estudio mostrd una distribucion igual en los dos sexos. La mayoria de los
pacientes fueron valorados por primera vez en la FCI-IC antes de los 18 afios de edad (ver
tabla 2), siendo los principales motivos de consulta en la primera valoracion la presencia de
disnea en un 35% y de palpitaciones en un 25%. Los signos clinicos mas frecuentes fueron

la presencia de soplo sistdlico en un 86% junto con la presencia de cianosis en un 35%.

De acuerdo con la clasificacion de Carpentier, la gravedad de la AE en los pacientes se
distribuyé de manera uniforme en todo el espectro de la enfermedad (ver tabla 2). Las
personas afectadas con clasificacion de Carpentier tipo D tuvieron una mayor mortalidad al
igual que los pacientes con obstruccion del TSVD (ver graficas 5 y 6). Ademas, la gran
mayoria de los pacientes (n=137, 93%) presentaba una comorbilidad CV congénita, de los
cuales el 31 % eran anormalidades estructurales, el 22% presencia de una unica arritmia y el
40% la coexistencia tanto de anormalidad estructural como de arritmia cardiaca. Asi mismo,
un numero significativo de los pacientes (n=39, 27%) presentd comorbilidades

extracardiacas (ver tabla 3) (33).

De acuerdo con el estado clinico de los afectados, la mayoria de los pacientes con
insuficiencia cardiaca fueron tratados con diuréticos de asa de Henle como furosemida
y antagonistas de la aldosterona como la espironolactona. Un niimero significativo (76%)
también requirié procedimientos intervencionistas o quirurgicos (ver tabla 4), siendo la
ablacion, el procedimiento quirurgico mds comun, seguido de la reparacién valvular

tricuspidea.
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Characteristic Frequency, n %
Female sex 69 46.9
Age at first consult at institution, y
Early childhood, 0-5 63 429
Childhood, 6-11 27 184
Adolescence, 12-17 30 204
Young adult, 18-26 9 6.1
Adulthood, 27-59 17 11.6
Old age, 260 1 0.7
Severity of disease (per Carpentier)
Type A 33 22.4
Type B 41 27.9
Type C 45 30.6
Type D 28 19.0
Familial cases 7 4.8

Comorbidities

ASD 89 60.5
Ostium secundum 62 42.2
PFO 22 15.0
Ostium primum 5 3.4
WPW 39 26.5
Complete RBBB 26 17.7
RVOT obstruction 23 15.6
Pulmonary stenosis 11 7.5
Pulmonary atresia with VSD 6 4.1
Pulmonary atresia without VSD 5 34
Tetralogy of Fallot 1 0.7
SVT 21 14.3
Incomplete RBBB 21 14.3
PDA 19 12.9
Syndromic 14 9.5
Cognitive or developmental delay 3 2.0
Down syndrome 5 34
Kleefstra syndrome 1 0.7
1p36 deletion syndrome 1 0.7
Turner syndrome 1 0.7
VACTERL association 1 0.7
Congenital rubella syndrome 1 0.7
Scimitar syndrome suspicion 1 0.7

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes
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Diagnosis

Frequency (no.)

Percentage (%)

Atrial septal defect (ASD), ostium secundum
Wolff Parkinson White syndrome (WPW)
Complete right bundle branch block (CRBBB)
Supraventricular tachycardia

ASD, Patent foramen ovale

Incomplete right bundle branch block (IRBBB)
Patent ductus arteriosus

Pulmonary hypertension

Heart failure

Pulmonary stenosis

Grade |, atrioventricular block

Ventricular extra systole

Hypotonia

Post-surgical arrhythmia

Atrial fibrillation

Ventricular septal defect (VSD), muscular
Flutter

WPW relapse

Supraventricular extra systole

Pulmonary insufficiency

Pulmonary atresia with VSD
Hypothyroidism

ASD, ostium primum

Pacemaker user

Heart transplantation candidate
Pulmonary atresia without VSD

Down syndrome

Mitral valve prolapse

VSD, peri-membranous

Left persistent vena cava

Bicuspid aortic valve

Hypoplastic pulmonary branch arteries
Stroke

Perinatal asphyxia

Cognitive or developmental delay

62
39
26
22
22
21
19
19
15
11
10
10

©
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42,2
26,5
17,7
15,0
15,0
14,3
12,9
12,9
10,2
7,5
6,8
6,8
6,1
6,1
54
4,8
4,8
4,8
4,8
41
41
41
3.4
3,4
3.4
3,4
3.4
27
2,7
27
2,7
27
2,7
27
2,0
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Pericardial effusion

Coarctation of the aorta

Cardiac arrest

Electrolytic imbalance

Prolonged QT interval
Gastroesophageal reflux

Swallowing disorder

Left anterior fascicular block
Pulmonary valve dysplasia

Postnatal hypoglycemia

Left pulmonary branch stenosis
Partial anomalous pulmonary venous return
Atrioventricular block grade ii, Mobitz 1
Renal failure

Ventilatory failure

Right aortic arch

Sacral dimple

Asthma

Tuberculosis

Coronary heart disease
Cryptorchidism

Pulmonary insufficiency after surgery
Interauricular septum aneurysm
Neonatal jaundice

1p36 syndrome

Postcapilary, isolated, pulmonary hypertension

Aortic insufficiency

VSD, infundibular

VSD, outflow tract

Atrioventricular block, grade Il
Aberrant right subclavian artery
Non-compaction cardiomyopathy
Endocardial fibroelastosis

Cor triatriatum

Nodal tachycardia

Absent pulmonary valve syndrome

Uhl's anomaly

- a4 A4 a4 A A A A A A A A A A A NN NN DN DN DNDNDNDNDDNDNDND W W WO LW W W W

2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
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Tetralogy of Fallot

Vasovagal syncope

Scimitar syndrome

Native tricuspid valve endocarditis
Syncope

Hydronephrosis

Recurrent urinary tract infection
Arterial hypertension

Unilateral hearing loss
Unilateral cataract

Femoral shortening
Thrombocytopenia

Obesity

Kleefstra syndrome

Familial hypercholesterolemia
Anxiety

Attention deficit hyperactivity disorder
Epilepsy

Turner syndrome

Charge syndrome

Allergic rhinitis

VACTERL association

Hepatic mass

Pulmonary insufficiency
Qhylotorax

Congenital rubella syndrome
Hearing loss

Congenital cataract
Microphtalmia

Necrotizing enterocolitis

Left posterior fascicular block

fE L U UL U G U U U UL U UL Ul UL U UL Ul UL W U U UL U (I U (UL UL (I U (L U

0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7

Tabla 3. Comorbilidades de los pacientes
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Frequency, Median Age at

Surgical Procedure n Operation, y
Ablation 29 14.2
Tricuspid valve repair 23 19.8
Cone technique 10 13.2
Tricuspid valve replacement 5 33.7
ASD closure 14 11.6
Cavopulmonary shunts 13 14.7
(Glenn-Fontan)
Catheterization procedures 7 12.3
Pulmonary valve procedures 6 4.3
Pacemaker implantation 5 14.6
Systemic-pulmonary fistulae 4 0.3
Cardiac transplantation 2 24
Maze procedure 2 28.8
Procedures on PA and 2 0.1

branches

Tabla 4. Procedimientos quirurgicos

Analisis estadistico

Analisis de cluster

Al realizar el analisis de cluster jerarquico no supervisado (Ward) se obtuvieron dos grupos
de personas bien definidos (ver grafica 7A), los cuales presentaron un 81% de concordancia

con los dos grupos clasificados por el método 2-step.

El analisis de los dos agrupamientos revel6 que los defectos del septo atrial estan distribuidos
casi por igual en ambos grupos, con una proporcién similar a la observada en el grupo en
general. El BRD solo se puede encontrar en el grupo 2; sin embargo, no se encontrd una
relacion estadisticamente significativa al comparar el BRD con otras variables. Los pacientes
con sindrome WPW y TSV se encontraron casi exclusivamente en el grupo 1 (ver grafica
7B). El grupo 2 fue significativamente mds diverso, encontrando pacientes con obstruccion

del TSVD, CIA y/o BRD completo (ver gréfica 7C) (33).

El sindrome WPW y TSV tenian més probabilidades de estar presentes en la misma persona
(P=0,00025). Por el contrario, los pacientes con obstruccién del TSVD fueron menos
propensos a presentar sindrome WPW (P=0.032) o sindrome WPW con TSV (P=0.034). Un
andlisis de las personas encontradas en cada grupo, revelé que los pacientes en el grupo 2

tenian un espectro mas severo de la enfermedad, representados con puntuaciones de
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Carpentier tipo D (ver grafica 7E), mientras que en el grupo 1 habia una proporcién reducida
de pacientes con puntuaciones de Carpentier D (ver grafica 7D). Una explicacion por la cual,
el grupo 1 contiene la mayoria de los pacientes con sindrome WPW/TSV vy el grupo 2 abarca
la mayoria de los pacientes con obstruccion del TSVD, es que las personas con obstruccion
del TSVD representan un alto porcentaje de pacientes con puntaje D de la clasificacién de
Carpentier y pueden explicar las diferencias observadas en la severidad de la enfermedad en

estos dos grupos.
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Grdfica 7. Clasificacion de pacientes por andlisis de Cluster

Analisis de supervivencia

Durante un seguimiento promedio de 5.5 afos (rango 0-19 afios), 29 (21%) pacientes
murieron. Principalmente, los pacientes murieron durante la infancia temprana (n=21; 73%),
un nimero menor durante la edad adulta (n = 5; 17%), dos personas en la adolescencia (7%)
y una persona en la nifiez (3%). La supervivencia general hasta la edad adulta fue del 78%
(ver grafica 8). Sin embargo, los pacientes con sindrome WPW o TSV tuvieron una
supervivencia significativamente mayor en comparacion con los pacientes sin sindrome

WPW y TSV (P=0.03) (33).

48



ANALISIS GENOMICO EN PACIENTES CON ANOMALIA DE EBSTEIN

100

WPW/SVT

90—

CUM SURVIVAL

80— ALL
PATIENTS

NO
WPW/SVT

70

I T T T
0 5 10 15

AGE (YEARS)

Grdfica 8. Supervivencia del adulto

Analisis de variantes genomicas

Resultados de la hibridacion genémica comparada

En el paciente No. 2, se encontré una delecion de 298 Kb en el cromosoma 9, en la citobanda
q34.3, la cual incluye los genes EHMT, MIR602 y CACNAIB, hallazgo compatible con un
sindrome de delecion del cromosoma 9q34.3 llamado el sindrome de Kleefstra (ver tabla 5).
Las caracteristicas comunes en pacientes con sindrome de Kleefstra son: déficit cognitivo
severo, hipotonia infantil, convulsiones febriles o epilepsia y rasgos faciales distintivos como
hipertelorismo, sinofris, narinas antevertidas, labio inferior evertido y macroglosia (34).
Ademas, pueden existir otros defectos congénitos que incluyen defectos cardiacos, defectos
renales y/o uroldgicos, defectos genitales, infecciones respiratorias y comportamientos
autistas en la infancia. El 50% de las personas con este padecimiento presenta
malformaciones cardiacas conotruncales, de las cuales se han reportado CIA, CIV, tetralogia
de Fallot, coartacion adrtica, valvula adrtica bicuspide y estenosis pulmonar (35). En el caso
del paciente incluido en este estudio, se encontraron los siguientes hallazgos positivos para
el sindrome de Kleefstra: obesidad, microcefalia, hipertelorismo, braquidactilia, hipotonia,
deficit cognitivo severo, trastorno del suefio dado por insomnio, comportamiento agresivo e

infecciones respiratorias a repeticion.
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VARIACION NUMERO COPIAS (CNVs)

Variacion Cromosoma Tamafio (kbp) Inicio Fin Genes oMIM
citobanda citobanda
Pérdida 9 298 q34.3 q.34.3 EHMT1 607001 Kleefstra_syndrome

MIR602  (610253): NM_024757
CACNA1B  (EHMT1)

Tabla 5. Resultado aCGH del paciente del caso No.2

En el paciente No. 8 (ver grafica 9), se identific6 una deleciéon de 11.95 Mb en el cromosoma
1, con puntos de corte en las posiciones 4.629.407 y 16.586.999, que afecta a las bandas
1p36.32-1p36.13 e incluye 221 genes (ver grafica 10). Se identificaron dos
microduplicaciones adicionales, pero no se consideré que fueran clinicamente relevantes: la
primera de 104 kbp en el cromosoma 17q21.31 en las coordenadas chrl7: 44188450-
44292742, involucrando los genes KIAA1267 y LOC644246 y la segunda de 181 kbp en el
cromosoma 6p21.2 en coordenadas chr6: 36795665-36976418, que implicé a los genes
CPNES, PPILI, C6orf89, PI16, MTCHI FGD?2; ademds de una microdelecion de 163 kbp
en el cromosoma 8p11.22 entre las coordenadas chr8: 39226335 y 39388919, que implico la
pérdida de los genes ADAMS5P y ADAM3A (36).

Grdfica 9. Fenotipo del paciente del caso No. 8
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Grdfica 10. Delecion 1p36

Se realiz6 una buisqueda en Medline (https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) sobre los en
estandares Internacionales para el Consorcio de Matrices Citogendémicas (ISCA, obtenido de
https://decipher.sanger.ac.uk) y en la Base de Datos de Desequilibrio cromosémico y
fenotipo en humanos que utilizan recursos de conjunto (DECIPHER)
(https://decipher.sanger.ac.uk) (37) para ensamblar una base de datos de deleciones (que van
de 1 a 22,000,000 bp) y de fenotipos de personas con AE con deleciones 1p36 reportadas
desde 1999 a 2017 para identificar regiones superpuestas asociadas con AE (ver grafica 11).
Se excluyeron los reportes que no especificaban las coordenadas de la delecidn, los datos de

baja resolucion y los reportes de bases de datos no publicas que no se pudieron verificar
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Grdfica 11. Puntos de corte cromosomico
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Resultados de secuenciacion exomica

En los casos familiares descritos anteriormente, se realiz6 WES en los pacientes No. 1, 3, 7,

10, 11 y 12 y en algunos de los familiares afectados.

En el caso No 1. Se encontraron variantes significativas en 158 genes en estado heterocigoto
compuesto y en 133 genes en estado homocigoto. En el caso No 7. Se encontraron variantes
en 173 genes en estado heterocigoto compuesto y en 162 genes en estado homocigoto. Ambos
casos, fueron considerados bajo la hipotesis de herencia AR, encontrando variantes en comuin
en 49 genes en heterocigoto compuesto y en 44 genes en homocigoto, entre estos dos casos

(ver suplementaria 1).

El caso No 3. Se relacion6 con dos hermanos afectados con AE, motivo por el cual se realizo
WES en ambos individuos. Se encontraron variantes en 107 genes en estado heterocigoto
compuesto y en 73 genes en estado homocigoto compartidas entre hermanos.
Adicionalmente, se le realiz6 WES al padre, y los genes compartidos entre los dos hermanos
fueron analizados en comparacion con los genes encontrados en estado heterocigoto en el
padre, lo que permiti6 la identificacion de variantes en nueve genes en estado heterocigoto
compuesto y en seis genes en estado homocigoto de las variantes compartidas entre los

hermanos (ver suplementaria 2).

Para el caso No 10, se realizo6 WES al paciente, a la madre y a un tio en tercer grado de
consanguinidad, por antecedente de cardiopatia y consanguinidad, encontrando 38 genes con
variantes compartidos en estado heterocigoto entre los tres individuos mencionados para una

hipotesis de una herencia AD (ver suplementaria 3).

En el caso 11, se evidencid antecedente familiar de cardiopatia, todos procedentes de Huila,
motivo por el cual se realiz6 WES al paciente y en los familiares afectados. En los cinco
individuos analizados, se encontraron variantes en seis genes en estado heterocigoto,

correspondiente a una herencia AD (ver suplementaria 4)
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En el caso 12, se realizo WES al individuo afectado con AE e hipercolesterolemia familiar
homocigota y a la hermana con el mismo diagndstico de hipercolesterolemia familiar
homocigota, identificando variantes compartidas en 546 genes en estado heterocigoto para
una herencia AD, y variantes en 89 genes en estado homocigoto y en 110 en estado

heterocigoto compuesto para una hipotesis de herencia AR (ver suplementaria 5).

Después de obtener las variantes en cada uno de los casos descritos previamente, se hizo un
filtro manual de los genes compartidos entre todos los casos segun las hipdtesis de herencia
autosdmica recesiva y de herencia autosomica dominante. Posteriormente, se determind si
alguno de los genes resultantes del andlisis previo estaba presente en el panel disefiado, con
el fin de encontrar posibles genes candidatos causantes de la AE, y determinar si alguno se

encontraba en otros casos descritos.

Entre los genes encontrados, los més relevantes y que estaban asociadas a defectos cardiacos
fueron los genes 77Ny LDB3, los cuales corresponden a Titina y al dominio de unién LIM3
respectivamente. Titina, es una proteina muscular expresada en los musculos cardiacos y
esqueléticos que abarca la mitad del sarcomero de la linea Z a la linea M y desempefia un
papel clave en el ensamblaje muscular. Se ha asociado con cardiomiopatia dilatada y con
cardiomiopatia hipertrofica. Por otra parte, el gen LDB3 codifica un factor de union al
dominio PDZ-LIM que desempefia un papel importante en el mantenimiento de la integridad
estructural del disco Z del musculo estriado en multiples especies. Se ha asociado con

cardiomiopatia dilatada con o sin LVNC, cardiomiopatia hipertrofica, y LVNC.
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DISCUSION

Acorde a los resultados obtenidos en este estudio, se pudo confirmar la heterogeneidad
clinica y genética de la AE, la cual estd asociada con frecuencia, a comorbilidades cardiacas

y extracardiacas.

Primeramente, en el andlisis de cluster reportado en el articulo “Identification of clinically
relevant phenotypes in patients with Ebstein anomaly” (33), se obtuvo una mayor proporcién
de personas con sindrome WPW y/o TSV en comparacién con estudios previos, las cuales
representaron un subgrupo homogéneo con un espectro de la enfermedad menos severa y un
con mejor curso clinico. Por otra parte, la proporcién de personas con AE y comorbilidades
asociadas, fueron similares a las proporciones reportadas previamente, lo cual sugiere que la

presencia de comorbilidades asociadas, son en su mayoria independientes de la poblacién.

La mayor frecuencia de pacientes con sindrome WPW en este estudio, puede reflejar
modificadores genéticos significativos en la poblacién colombiana que aumentan el riesgo
de una presentacion que incluye sindrome WPW o a sesgos de seleccion de pacientes en FCI-
IC. Debido a que la mayoria de los individuos con AE son sintomaéticos y la FCI-IC es el
principal centro de referencia (tanto estructural como electrofisioldgico), este estudio
probablemente refleja todo el espectro de la enfermedad sintomatica. No obstante, es posible
que las personas con AE y una arritmia sintomdtica concomitante soliciten atenciéon médica

con mayor frecuencia, que personas con AE con cuadros clinicos menos severos.

El andlisis por cluster de las comorbilidades de AE identific6 dos subgrupos claramente
definidos que no habian sido informados previamente. Uno de los subgrupos, consistia
principalmente en pacientes con sindrome WPW y/o TSV, (muy pocos presentaban
obstruccion TSVD o una puntuacion de Carpentier tipo D), los cuales se asociaron con
una mortalidad significativamente menor. El otro subgrupo incluyé pacientes con
obstruccion del TSVD y/o BRD completo. La menor mortalidad de personas con WPW habia
sido previamente observada por Gentles et al. (1992) (38), quién lo atribuy6 a un artefacto

estadistico, debido a un tamafo de muestra pequefio.
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No esta claro porqué la forma més grave de la enfermedad (Carpentier tipo D y la presencia
de obstruccion del TSVD) es rara en pacientes con sindrome WPW y/o TSV, pero una posible
explicaciéon es que anormalidades genéticas o factores ambientales subyacentes a la
enfermedad en estos grupos de pacientes podrian afectar diferentes genes o vias de
desarrollo. Aunque es poco probable, las exploraciones alternativas incluyen la posibilidad
de que la mortalidad prenatal sea mayor en pacientes con sindrome WPW, TSV o formas
graves de la enfermedad y, por lo tanto, un menor nimero de estos pacientes son encontrados
después del nacimiento. Otra posibilidad a contemplar podria ser la inhibicién en el
desarrollo de vias de conduccion accesorias cuando hay un desplazamiento extremo de la

valvula tricuspide.

Adicionalmente, la obstruccién del TSVD en la AE se ha hipotetizado como secundaria a un
bajo flujo anterégrado durante el desarrollo del tracto de salida del VD (39), posiblemente
con mayor frecuencia en las formas mds graves de la enfermedad; lo cual puede explicar la

asociacion entre la obstrucciéon del TSVD y una clasificacion de Carpentier tipo D.

Por otra parte, al hacer referencia a comorbilidades, anomalias extracardiacas o entidades
sindrémicas encontradas, es necesario incluir al sindrome de delecion subtelomérica en el
cromosoma 9q34.3 de la paciente correspondiente al caso No.2, incluia los genes EHMT,
MIR602 y CACNAIB, los cuales corresponden a la histona-lisina N-metiltrasnferasa 1
eucromadtica, al microRNA 602 y a la subunidad alfa-1B del canal de calcio dependiente de
voltaje, respectivamente(34). Alrededor del 25% de las personas afectadas con sindrome de
Kleefstra presentan una variante patogena en EHMTI y el 75% restante presenta una
microdelecion heterocigdtica en el cromosoma 9q34.3 que incluye al menos parte del gen
EHMT1I (35), como es el caso del paciente reportado en este estudio, el cual ademads presenta
como hallazgos fenotipicos positivos obesidad, microcefalia, hipertelorismo, braquidactilia,
hipotonia, déficit cognitivo , trastorno del suefio, comportamiento agresivo e infecciones
respiratorias a repeticion (40). Los defectos cardiacos asociados al sindrome Kleefstra son
los defectos cardiacos conotruncales, siendo la anomalia de Ebstein encontrada en este

paciente, un hallazgo novedoso asociado a este sindrome.

De igual modo, en el andlisis realizado al paciente No. 8, reportado en el articulo
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“Identification of a New Candidate Locus for Ebstein Anomaly in 1p36.2” (36), se observo
que su fenotipo era consistente con la descripcion del sindrome de delecion 1p36 proximal,
(que incluye la presencia de deficiencia de crecimiento pre y posnatal (principalmente
postnatal), dificultades para la alimentacidn, cejas arqueadas) y la ausencia de caracteristicas

asociadas con deleciones 1p36 teloméricas como pérdida de audicion y cejas rectas.

En la busqueda bibliografica y de bases de datos, se encontré la AE en solo 10 de 302
pacientes con deleciones 1p36. El paciente descrito previamente mostrd pérdida de la region
proximal de 1p36, pero no mostré pérdida de la region critica (RC), segun los casos
informados con AE o con deleciéon de PRDM 16 (gen propuesto por Shimada et al (2015) (41)
en la region telomérica para asociarse con AE). Se ha encontrado PRDM 16 en la region de
solapamiento gendmico en personas con sindrome de deleciéon 1p36, con miocardiopatia no
compactada y dilatacion del VI, la cual fue también evaluada por Arndt et al. (2013) (42) de
forma independiente en dos cohortes de pacientes no sindromicos con este tipo de
miocardiopatia, detectando mutaciones que incluian una mutacién truncada, una mutacion
nonsense, y una mutacion missense. Por lo tanto, este es el primer caso reportado de un
paciente con una delecion proximal que se presenta con AE. El punto de corte telomérico en
la delecion identificada estd a mas de 1 Mb de la region compartida por todos los demas casos
informados de AE con deleciones 1p36, por lo que es poco probable que esta supresion afecte
a una region reguladora de los genes contenidos en la RC informada previamente. Este
hallazgo sugiere que la pérdida de PRDM 16 no es necesaria para el desarrollo de la AE en el
sindrome de delecion 1p36 y que la pérdida de un locus proximal adicional en 1p36 también

estd probablemente asociada con esta patologia.

Estos datos sugieren que la delimitaciéon de dos RC diferentes en 1p36 es necesaria para
explicar el fenotipo cardiaco identificado en pacientes con AE con deleciones 1p36. Por lo
tanto, es probable que haya dos loci independientes en los que la haploinsuficiencia pueda
contribuir al desarrollo de la AE, como ha sido propuesto por Jordan et al. (2015) (43) y
Zaveri et al. (2014) (44) para diferentes formas de CC. La RC telomérica del paciente descrito
por Digilio et al. (2011) (45), contiene los genes PRDM16 y el gen SKI, siendo el ultimo
previamente asociado con defectos cardiacos congénitos en modelos animales y en estudios

genéticos humanos (46,47). Los pacientes con mutaciones missense y frameshift
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heterocigotas en SKI muestran un trastorno multisistémico del tejido conectivo, denominado
sindrome de Shprintzen-Goldberg caracterizado por craneosinostosis, habito marfanoide,
hipotonia severa del miusculo esquelético, discapacidad intelectual y anomalias
cardiovasculares como prolapso de la vélvula mitral y dilatacion adrtica (48,49). Es
importante sefialar que la region critica telomérica no contiene PRDM16 y sugiere que este
gen no es necesario para el desarrollo de AE en pacientes con deleciones 1p36. La RC
proximal estd delimitada por la delecién informada en el extremo telomérico y por el paciente
F de Redon et al. (2005)(50) (uno de solo 2 pacientes, aparte de este caso, cuyas deleciones

no abarcan el gen SKI) en el extremo proximal.

La delecion presente en este caso contiene aproximadamente de 221 genes, incluidos genes
que estan altamente expresados en el tejido cardiaco y se han implicado en la fisiologia
cardiaca o el desarrollo cardiaco en modelos humanos, animales o de cultivo celular (43),
siendo solo siete genes implicados en el desarrollo de CC (RERE, UBE4B, CAZI, MTOR,
PDPN, PLEKHM?2, y SPEN) (51,52). UBE4B y RERE han sido implicados en el desarrollo

de defectos cardiacos congénitos a través de la regulacion del desarrollo del miocardio.

Ube4b participa en el desarrollo cardiaco del ratén y se expresa en el musculo cardiaco
durante la embriogénesis y la edad adulta. Los ratones knockout Ube4b muestran hipertrofia
cardiaca asociada con derrame pericardico, indicativo de insuficiencia cardiaca congestiva y
trabeculacién reducida, asi como una capa miocdrdica no desarrollada y compacta con
aumento de la apoptosis de los cardiomiocitos durante la embriogénesis. La delecion de
UBE4B conduce a una mala regulacion de genes tales como GATAG6, que han sido implicados
en la regulacion de la diferenciacion del miocardio durante la cardiogénesis (52). No se ha

descrito ningun fenotipo humano de haploinsuficiencia de UBE4B.

Por otro parte, los ratones portadores de alelos nulos e hipomérficos de Rere tenian varias
anomalias, incluidas las anomalias cardiacas. Los ratones knockout Rere mueren por
insuficiencia cardiaca entre las semanas 9,5 y 11 de la embriogénesis, mientras que los
ratones heterocigotos portadores de un alelo hipomdrfico tienen una alta frecuencia de
malformaciones cardiovasculares (51). Fregeau et al. (2016) (53) informaron 10 casos de

mutaciones de novo en RERE en las que los pacientes presentaban trastornos del
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neurodesarrollo, hipotonia, defectos estructurales del ojo, defectos genitourinarios y el 40%

de los sujetos presentaban CC, con mayor frecuencia comunicacién interventricular.

Alternativamente, un solo paciente con tetralogia de Fallot y valvula adrtica bicomisural
condujo a Zaveri et al. (2014) (44) para proponer una tercera region adicional asociada con
CHD, que afecta a los genes PDPN y SPEN, que se ha demostrado que se asocia con CC en
modelos de raton (54). Aunque el paciente presentado aqui manifiesta una forma diferente
de CC, su delecion muestra una superposicion significativa con esta tercera region propuesta,
por lo que no podemos descartar la participacion de estos genes en el fenotipo de este
paciente. Ademads, las CC asociada con deleciones de 1p36 podria ser causada por efectos
posicionales provocados por cambios en la arquitectura cromosémica, como sugieren Redon
et al. (2005)(50). De acuerdo con esta hipétesis, la haploinsuficiencia de genes especificos
contenidos dentro de las deleciones observadas podria no ser causal para los fenotipos
observados. En cambio, el entorno cromosdmico alterado podria dar lugar a cambios en la

expresion génica de los objetivos situados distantes a la delecidn.

Por ultimo, el andlisis de los pacientes y familiares a quienes se les realiz6 WES, arroj6 dos
genes asociados a defectos cardiacos como la cardiomiopatia hipertréfica, la cardiomiopatia
dilatada y la no compactacion del ventriculo izquierdo; sin embargo, no hay reportes previos
de pacientes con mutaciones en estos genes asociados a la anomalia de Ebstein, lo cual
sugiere a los genes TTN y LDB3 como posibles candidatos para el diagndstico de la AE, por
lo cual es necesario la realizacion de investigaciones futuras y complementarias con estudios

funcionales para confirmar este hallazgo.

Una fraccion variable de todos los casos de AE permanecen sin diagnostico molecular
después de los estudios realizados, lo que indica que el andlisis molecular debe incluir la
busqueda para mutaciones en regiones no codificantes. Ademas, es posible que genes
desconocidos estén implicados en la AE, por lo que en un futuro cercano la secuenciacion
completa del genoma revelara mecanismos moleculares novedosos y genes candidatos para

explicar los casos de AE no diagnosticados.
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CONCLUSIONES

La identificaciéon de las causas genéticas de la AE ha resultado esquiva, probablemente
debido a la heterogeneidad genética que subyace a la heterogeneidad fenotipica de la

enfermedad.

En una regién con datos limitados sobre la presentacion clinica de la enfermedad cardiaca,
este estudio representa un paso adelante en la caracterizacion de pacientes con AE en la
poblacion colombiana. La probable existencia de endofenotipos y diagndsticos diferenciales
deben considerarse al buscar causas genéticas de la enfermedad y al evaluar los resultados
probables en el entorno clinico. Ademads, es probable que los pacientes tengan diferentes
prondsticos o respuesta al tratamiento, datos que pueden ser de gran utilidad en el
seguimiento clinico. En el futuro, los nuevos esfuerzos de investigacion deben apuntar a
identificar los factores genéticos y ambientales subyacentes a la heterogeneidad y las diversas

presentaciones clinicas de la anomalia de Ebstein.

La presentacion fenotipica novedosa de una paciente con sindrome Kleefstra asociado a la
anomalia de Ebstein, la cual no habia sido encontrada en reportes previos, lo cual indica la

gran heterogeneidad fenotipica de este padecimiento.

La descripcion de un primer caso de un paciente con AE que presenta una delecion proximal
de 1p36, que no muestra superposicion con la RC previa notificada en otros pacientes con
AE, sugiere la presencia de un locus proximal adicional asociado con AE. Se requiere un
estudio adicional de los genes contenidos en estas regiones en pacientes con formas no
sindromicas de AE y estudios funcionales para determinar su papel en la patogénesis de este
defecto cardiaco. Del mismo modo, la identificacion de pacientes adicionales con AE que
llevan deleciones 1p36 proximales puede definir atin mas la region proximal asociada con la

enfermedad.

La presencia de dos genes asociados a defectos cardiacos que no han sido reportados
previamente en pacientes con anomalia de Ebstein, lo cual los sugiere como posibles genes

candidatos que deben ser estudiados mds a fondo en investigaciones futuras.
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GRAFICAS SUPLEMENTARIAS
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DATOS SUPLEMENTARIOS

VARIANTES COMPARTIDAS ENTRE PACIENTE 1Y PACIENTE 7
PACIENTE 1 INDELS + SNP’s 728 variantes
(158 genes) X
HETEROCIGOTO 81 variantes
COMPUESTO “o g:nes)
i entre individuos
PACIENTE 7 INDELS + SNP's 783 variantes
(173 genes)
PACIENTE 1 INDELS + SNP’s 191 variantes
() 295 variantes
HOMOCIGOTO (44. ggngs)
q entre individuos
PACIENTE 7 INDELS + SNP’s 295 variantes
(162 genes)

Suplementaria 1. Filtrado de variantes de los pacientes de los casos No. 1y 7

VARIANTES COMPARTIDAS ENTRE PACIENTE 3 Y HERMANO CON AE

PACIENTE 3 INDELS + SNP’s 874 variantes

(196 genes) )
HETEROCIGOTO 502 variantes
COMPUESTO (107 gores)
entre hermanos
HERMANO INDELS + SNP's CHULLED
(203 genes)
PACIENTE 3 INDELS + SNP's Zliierantes
(131 genes) 105 variantes
HOMOCIGOTO (73 genes)
FENEET entre hermanos
HERMANO INDELS + SNP's variantes

(123 genes)

Suplementaria 2. Filtrado de variantes entre paciente de caso No. 3 y su hermano

GENES COMPARTIDOS ENTRE HERMANOS CON AE Y PADRE
HETEROCIGOTO
HOMOCIGOTO COMPUESTO
105 variantes 502 variantes
(73 genes) (107 genes)
ENTRE HERMANOS ENTRE HERMANOS
6 genes 9 genes
(Padre heterocigoto) (Padre heterocigoto)
HERMANOS Y PADRE HERMANOS Y PADRE

Suplementaria 3. Genes compartidos entre hermanos del caso No.3 y su padre
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DATOS SUPLEMENTARIOS

HETEROCIGOTO

PACIENTE

MADRE

PRIMO
MATERNO

INDELS + SNP's

INDELS + SNP's

INDELS + SNP's

variantes
(1134 genes)

2154 variantes
(1171genes)

variantes
(1311 genes)

VARIANTES COMPARTIDAS ENTRE PACIENTE DEL CASO 10 Y FAMILIARES

38 variantes

(9-26 genes)
entre afectados

Suplementaria 4. Filtrado de variantes entre familiares afectados del caso 10

HETEROCIGOTO

PACIENTE

PRIMA EN
SEGUNDO
GRADO

PRIMA EN
SEGUNDO
GRADO

PRIMO EN
SEGUNDO
GRADO

SOBRINO
MATERNO

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

2117variantes
(1147 genes)

2006 variantes
(1151genes)

2118 variantes
(1126 genes)

2043 variantes
( 1107genes)

2138 variantes
(1180 genes)

VARIANTES COMPARTIDAS ENTRE PACIENTE DEL CASO 11 Y FAMILIARES AFECTADOS

6 genes

entre afectados

Suplementaria 5. Filtrado de variantes entre familiares afectados del caso 11

HOMOCIGOTO

HETEROCIGOTO
COMPUESTO

HETEROCIGOTO

PACIENTE

HERMANA

PACIENTE

HERMANA

PACIENTE

HERMANA

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

INDELS + SNP’s

256 variantes
(174 genes)

224 variantes
(164 genes)

815 variantes
(189 genes)

833 variantes
(196 genes)

1821variantes
(1006 genes)

1836 variantes
(1003 genes)

VARIANTES COMPARTIDAS ENTRE PACIENTE DEL CASO 12 Y SU HERMANA

124 variantes
89 genes

526 variantes
110 genes

variantes
546 genes

Suplementaria 6. Filtrado de variantes entre paciente de caso No. 12 y su hermana
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

CARDIOPATIAS
CONGENITAS

Genes
reportados

ACTA2, ACTCI, ACVRI, ACVR2B,

ACVRLI, ANKRDI, B3GAT3, BMPR2, BRAF, CBL,
CFCI, CITED2, COLIAI, COLIA2, COL3A41, COL5A1,
COL5A2, CREBBP, CRELDI, CHD7, DTNA, EFEMP2,
EHMTI, ELN, ENG, EP300, EVC, EYA4, FBNI, FBN2,
FLNA, FOXCI, FOXFI, FOXHI, FOXPI1, GAA, GATA4,
GATAS, GATA6, GDF1, GJAI, GJA5, HAND2, HRAS,
IRX4, ISL1, JAGI, KANSLI, KCNA5, KCNJS8, KCNK3,
KMT2D, KRAS, LEFTY2, MAP2KI1/MEK1, MAP2K2,
MCTP2, MED12, MEDI13L, MFAP5, MIBI,

MYBPC3, MYHI11, MYH6, MYH7, MYLK, NEXN, NF1,
NKX2-5, NKX2-6, NODAL, NOTCHI, NOTCH?2,
NOTCH3, PHP4, NRAS, PDGFRA, PITX2, PLODI,
PRKGI, PTPNI11, RAF1, RASAI, RASA2, RITI, SALL4,
SHOC2, SKI, SLC2410, SMAD1, SMAD3, SMAD4,
SMADG6, SMADY, SOS1, SOS2, SPREDI, TAB2, TBXI,
TBX20, TBX5, TDGF1, TFAP2B, TGFB2, TGFB3,
TGFBRI, TGFBR2, TNNI3, TNNI3K, TOPBPI, UPF3B,
ZDHHCY, ZFPM?2, ZIC3, NSD1, ALMS1, BCOR, GPC3,
HANDI, MEIS2, NR2F2, NSD1

Tabla suplementaria 1. Genes relacionados con cardiopatias congénitas

MIOCARDIOPATIA
HIPERTROFICA

Genes
reportados

ACTCI, DES, FLNC, GLA, LAMP2, MYBPC3, MYH?7,
MYL2, MYL3, PLN, PRKAG2, PTPNI11, TNNCI, TNNI3,
TNNT2, TPM1, TTR

Ocasionalmente
asociados

AARS2, ACADY, ACADVL, ACTAI, ACTN2, AGK, AGL,
AGPAT2, ANK2, ANKRD1, ATP5E, ATPAF2, BRAF,
BSCL2, CALR3, CAV3, COAS5, COA6, COQ2, COXI5,
COX6B1, CRYAB, CSRP3, DLD, DSP, ELAC2, FAH,
FHLI, FHL2, FHOD3, FOXREDI, FXN, GAA, GFM]I,
GLBI1, GNPTAB, GUSB, HRAS, JPH2, KRAS, LDB3,
LIAS, LZTRI, MAP2K1, MAP2K2, MLYCD, MRPLS3,
MRPL44, MRPS22, MTOI1, MYH6, MYOM1, MYOZ2,
MYPN, NEXN, NF1, NRAS, OBSCN, PDHAI, PHKAI,
PMM?2, RAF1, SCO2, SHOC2, SLC2245, SLC2543,
SLC2544, SOS1, SURFI1, TAZ, TCAP, TMEM70,
TRIMG63, TSFM, TTN, VCL, CACNAIC, GATA4

Candidatos

BAG3, CASQ2, IDH2, KCNJS, KLF10, LMNA, MURC,
MYLK2, OBSL1, PDLIM3, CPT2, MTO!

Tabla suplementaria 2. Genes relacionados con Miocardiopatia Hipertrofica
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MIOCARDIOPATIA
DILATADA

Genes
reportados

ACTCI, BAG3, DES, DMD, DSP, FLNC, LMNA,
MYBPC3, MYH7, PKP2, PLN, RBM20, TAZ, TNNCI,
TNNI3, TNNT2, TPM1, TTN

Ocasionalmente
asociados

ABCCY, ACTAI, ACTN2, ALMSI, ANKRDI, ANOS,
CAV3, CHRM2, COL7A41, CRYAB, CSRP3, DNAJCI9,
DOLK, DSC2, DSG2, EMD, EYA4, FHL2, FHOD3,
FKRP, FKTN, FOXD4, GAA, GATA4, GATAG,
GATADI, GLBI, HFE, JUP, LAMA2, LAMA4, LAMP?,
LDB3, MURC, MYH6, MYL2, MYL3, MYOT, MYPN,
NEBL, NEXN, PRDM16, PSENI, PSEN2, RAF1, RYR2,
SCN54, SDHA, SGCD, SLC2245, SPEG, SYNEI,
SYNE2, TBX20, TCAP, TMEM43, TMPO, TORIAIPI,
TTR, TXNRD2, VCL, XK

Candidatos

BRAF, DNMIL, GATAS, GLA, IDH2, ILK, KCNJ2,
KCNJS, NKX2-5, OBSCN, OPA3, PDLIM3, PTPNI1,
SGCA, SGCB, TNNI3K, ACADVL, CPT2, TMEM?70),
CTF1, LRRC10, MED12, NPPA, PLEKHM?2

Tabla suplementaria 3. Genes relacionados con Miocardiopatia dilatada

MIOCARDIOPATIA
ARRITMOGENICA

Genes DSC2, DSG2, DSP, FLNC, JUP, PKP2, PLN, TMEM43,
reportados ACTN2, EMD, PRKAG2, RBM20, RYR2, TNNI3, TNNT2
Ocasionalmente | CTNNA3, DES, LMNA, RYR2, TGFB3, TTN, ANKRD,
asociados PDLIM3, TGFB3
Candidatos CASQ2, CTNNBI, LDB3, PERP, PKP4, PPPIRI3L,

SCN5A4

Tabla suplementaria 4. Genes asociados con Miocardiopatia arritmogénica

MIOCARDIOPATIA
NO COMPACTADA

Genes
reportados

ACTCI, MYBPC3, MYH7, TAZ

Ocasionalmente

ACTN2, DMD, DNAJC19, DTNA, FHLI, HCN4, LDB3,

asociados | LMNA, MIBI, MYH6, MYL2, NKX2-5, NNT, PLN,
PRDM16, RYR2, TNNT2, TPM1, SCN5A, LAMP?2, TAZ,
VCL, PLEKHM?

Candidatos | ANKRDI, BAG3, CASQ2, CSRP3, DSP, FLNC, KCNH?2,

KCNQI, MLYCD, MYL3, NOTCHI, PTPNI11, TNNCI,
TNNI3, TTN

Tabla suplementaria 5. Genes asociados con Miocardiopatia no compactada
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Genes ACTCI, DES, GLA, MYBPC3, MYH7, MYL2, MYL3,

reportados | TNNI3, TNNT2, TPM1, TTR

MIOCARDIOPATiA Ocasionalmente

RESTRICTIVA asociados | ACTN2, FHLI, HFE, MYPN, TNNCI, TN,

Candidatos BAG3, FLNC, LMNA

Tabla suplementaria 6. Genes asociados con Miocardiopatia restrictiva

Genes
reportados | BRAF, KRAS, NF1, PTPN11, RAF1, SOS1, SOS2
RASOPATIAS
Ocasionalmente A2MLI1, HRAS, LZTR1, MAP2K1, MAP2K2, NRAS,
asociados | RASA2, RITI, RRAS, SHOC2, SPREDI, CBL, RASA1
Tabla suplementaria 7. Genes asociados a Rasopatias
Genes
reportados | ACVRLI, BMPR2, CAV1, ENG
HIPERTENSION
PULMONAR
Ocasionalmente
asociados BMPRIB, GDF2, KCNAS, KCNK3, SMADY

Tabla suplementaria 8. Genes asociados a Hipertension pulmonar

Genes CACNAIC, KCNEI, KCNE2, KCNH2, KCNJ2, KCNQI,
reportados SCN54

QT LARGO Ocasionalmente | AKAP9, ANK2, CALMI, CALM2, CALM3, CAV?3,

asociados | KCND2, KCNJS, RYR2, SCN4B, SNTA1, TRDN

Candidatos FHL2, HCN4, KCNAS5, KCND3, KCNE5, KCNE3,
NOSIAP, PTRF, SCNIB

Tabla suplementaria 9. Genes asociados a sindrome de QT largo

73



ANALISIS GENOMICO EN PACIENTES CON ANOMALIA DE EBSTEIN

QT CORTO

Genes
reportad()s KCNH2, KCNJ2, KCNQ1
Ocasionalmente | CACNAIC, CACNA2D1, CACNB2
asociados
Candidatos CACNA1D

Tabla suplementaria 10. Genes asociados a sindrome de QT corto

CATECOLA-
MINERGICA

Genes RYR2, KCNJ2, CASQ?2
reportados
Ocasionalmente | CALMI, CALM?2, CALM3, ANK2, TRDN
asociados
Candidatos SCN54

Tabla suplementaria 11. Genes asociados a Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica

BRUGADA

Genes SCN5A, CACNAIC, CACNA2DI, CACNB2, KCNJS,
reportados SCNIB
Ocasionalmente SCNI10A4, ABCC9, ANK2, FGF12, GPDIL, HCN4,
asociados | KCND2, KCND3, KCNES, KCNE3, PKP2, RANGRF,
SCN2B, SCN3B, SLMAP, TRPM4
Candidatos | ANK3, CACNAID, KCNH2

Tabla suplementaria 12. Genes asociados a sindrome de Brugada

SISTEMA DE
CONDUCCION

Genes DES, EMD, GLA, LAMP2, LMNA, PRKAG?2,
reportados SCN5A4
Ocasionalmente | ACTC1, CACNAID, GAA, GJAS5, HCN4, HFE,
asociados KCNJ2, KCNK17, MURC, NKX2-5, SCN10A,
SCNIB, TBXS5, TNNI3K, TRPM4, TTR
Candidatos IRX3, KCNE2, KCNH2, KCNQ1, LDB3, MYH6,

MYHT7, NPPA, SCN4B, SYNEI, SYNE?2

Tabla suplementaria 13. Genes asociados a alteracion en el sistema de conduccion
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FIBRILACION
AURICULAR

ABCCY, ACTCI, EMD, GATA4, GATAS, GATAG,

Ocasionalmente | GJAI, GJA5, HCN4, KCNAS5, KCND3, KCNE],
asociados KCNES5, KCNE2, KCNE3, KCNJ2, KCNQI, LMNA,
NKX2-5, NKX2-6, NPPA, PITX2, RYR2, SCN104,
SCNIB, SCN2B, SCN3B, SCN4B, SCN54, TBX5,
TTR
Candidatos CACNB2, GREM?2, JPH2, KCNH2, KCNJS5,

KCNJS, KCNK3, TNNI3, TNNI3K, TNNT2, TPM1,
ZFHX3

Tabla suplementaria 14. Genes asociados a fibrilacion auricular

ENFERMEDADES
AORTICAS

- Marfan

- TAAD

- Loeys Dietz

- Ehlers Danlos

- Shprintzen
Goldberg

ACTA2, ADAMTSL4, B3GAT3, CBS, COLIAI,
COLIA2, COL3A1, COL5A1, COL5A2, EFEMP?2,

Genes ELN, FBNI1, FBN2, FLNA, GAA, GATAS5, HRAS,

reportados KCNJS, MED12, MYHI1, MYLK, NKX2-5,
NOTCHI, PLODI1, PRKGI, PTPN11, SKI,
SLC2A410, SMAD3, SMAD4, TGFB2, TGFBS3,
TGFBRI1, TGFBR2, ZDHHC9

Ocasionalmente | ATP7A, CHST14
asociados
Candidatos ADAMTS?2, B4GALT7, FKBP14, SLC39A413,

MAT2A4, SMAD6

Tabla suplementaria 15. Genes asociados a enfermedades adrticas
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ENFERMEDAD
MUSCULO-
ESQUELETICA

Genes
reportados

ABCCY9, ACTAIL, ACTCI, ACTN2, AGL, ANOS,
ATP2A1, B3GALNT2, B4GATI, BAG3, BINI,
CACNAIC, CAPN3, CAV3, CCDC78, CFL2,
CHKB, CNTNI, COL12A1, COL6A1, COL6A2,
COL6A3, CPT2, CRYAB, CSRP3, DAGI, DES,
DMD, DNAJB6, DNM2, DOLK, DPM1, DPM2,
DPM3, DSC2, DSG2DSP, DYSF, EMD, EYA4,
FHLI, FKBP14,FKRP, FKTN, FLNC, GAA, GLA,
GMPPB,GNE, HCN4, ISPD, ITGA7, JUP, KBTBD
13, KLHL40, KLHL41, LAMA2, LAMP2, LARGE]I,
LMNA,LMOD3, MATR3, MEGF10, MTM1, MYBP
C3, MYH7, MYL2, MYL3, MYOT, MYPN, NEB,
PKP2, PLEC, PLN, PNPLA2, POMGNTI,
POMGNT2, POMK, POMTI, POMT2, PRKAG2,
RAF1, RBM20, RYRI, RYR2, SCN54, SELENON,
SGCA, SGCB, SGCD,SGCG, SLC2245, SOSTM1,
STAC3, STIM1, TAZ, TCAP, TIAI, TMEM43,
TMEMS, TNNCI1, TNNI3,TNNTI, TNNT2, TNPO3,
TORIAIPI, TPM1, TPM2, TPM3, TRAPPCI1,
TRIM32, TTN, TTR, VCL, VCP

Ocasionalmente
asociados

ANKRDI1, CALR3, CHRM2, CTFI, CTNNA3,
DTNA, FHL2, GATA4, GATA6, GATADI,
HNRNPDL, ILK, JPH2, LAMA4, LDB3, LIMS?2,
LRRCI10, MYF6,MYH6, MYLK2, MYOMI, MYOZ2,
NEBL, NEXN,NPPA, PDLIM3, PLEKHM?2, PRDM
16, SUNI, SUN2, SYNEI, SYNE2, TGFB3, TMPO,
TXNRD?2, NKX2-5

Candidatos

ACADVL, ALMSI, DNAJC19, ELAC2, MTOl,
SDHA, TMEM70

Tabla suplementaria 16. Genes relacionados con cardiopatia y enfermedad musculo-esquelética

HIPER-
COLESTEROLEMIA
FAMILIAR

Genes
reportados

LDLR, APOB, PCSKY9, LDLRAPI, APOE,

Ocasionalmente
asociados

ABCGS, ABCGS, LPA, LIPA, ABCB1, AMPDI,
CH25H, COQ2, CPT2, CYP2D6, CYP3A44,
CYP3A45, PPARA, PYGM, RYRI, SLC2248,
NPCILI, SLCOIBI

Tabla suplementaria 17. Genes asociados a Hipercolesterolemia familiar
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ANEXO 1 - Articulo publicado
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ANEXO 2 - Articulo sometido
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