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RESUMEN ESTRUCTURADO

El sindrome de Down (SD) es la anormalidad cromosémica mis frecuente del ser humano, con
una incidencia de 1 en 750 recién nacidos vivos. Se le considera la principal causa genética de
cardiopatia congénita (CHD). El 40 a 60% de los pacientes con SD presentan algin tipo de
CHD. En poblacién caucdsica con SD, la CHD predominante son los defectos tipo canal
atrioventricular (CAV). En tanto, en poblacién latinoamericana predomina la persistencia del
conducto arterioso (PCA) y los defectos de septacion. Dentro de los genes relacionados al CAV
se encuentra CRELDI, que codifica para una proteina de adhesion celular vinculada a la
formacion de las almohadillas cardiacas. El objetivo de este trabajo fue realizar el analisis
molecular de CRELDI en cinco pacientes mexicanos con Sindrome de Down por Trisomia 21

regular y cardiopatia congénita del tipo CAV.

Material y Métodos: Se obtuvo DNA de sangre periférica de los cinco pacientes, para realizar
amplificacion por PCR de cada uno de los 11 exones de CRELDI, con posterior secuenciacion

directa automatizada de los mismos.

Resultados: En los cinco pacientes analizados, se identificd vn polimorfismo de un solo
nucledtido (rs3774207) en el exon 11 previamente descrito, no se identificaron mutaciones

patoldgicas.

Conclusiones: La incidencia en la literatura de mutaciones en CRELD/ en pacientes con 5D y
CAY es del 4.8% (3/63), en el presente estudio del gen CRELD/, vinculado al defecto de CAV,
en 5 pacientes mexicanos con sindrome de Down, no evidencio la presencia de mutaciones; lo

cual puede deberse al tamafio de muestra analizado, por lo que es necesario incrementar el



nimero de pacientes para determinar el papel de este gen como factor de susceptibilidad al
desarrolilo de cardiopatia en pacientes con sindrome de Down de origen mexicano. El estudio de
los genes que contribuyen a la morfogénesis cardiaca y su relacion con las cardiopatias
congénitas, permitira ofrecer un abordaje integral y multidisciplinario a los pacientes afectados,
resaltando los pacientes con Sindrome de Down, ya que las cardiopatias congénitas constituyen

su principal causa de muerte en la infancia.
1. ANTECEDENTES

El sindrome de Down (SD) constituye la alteracién cromosémica mas frecuente en recién
nacidos vivos. Es la principal causa genética de retraso mental, constituyendo el padecimiento
mas antiguo relacionado con discapacidad.! La Organizacién Mundial de la Salud la contempta
en la X Clasificacion Internacional de Enfermedades {CIE-10) bajo el rubro de Malformaciones

congénitas, deformidades y alteraciones cromosdmicas (apartado Q90.0)2

1.1 Antecedentes Historicos

En el afin de delimitar un punto de partida donde sitwar los primeros hallazgos
relacionados al sindrome de Down (SD), se encuentra el hallazgo antropolégico de un crinco
con caracteristicas morfologicas sugerentes del mismo, cuya antigitedad se remonta al siglo VII
dc’!

Se ha intentado correlacionar las manifestaciones artisticas de algunas culturas

precolombinas como Ja olmeca, con la representacion de personas con este padecimiento debido

a los rasgos étnicos compartidos; constituyen un ejemplo las cabezas colosales 6 distintas



figurillas de barro. Sin embargo la evidencia ¢s insuficiente, por lo que dificilmente se apoya
esta hipotesis.’

Previo al siglo XIX, algunos pintores retrataron a personas. encarnadas principalmente en
nifios, con dismortias sugerentes de SD como en “La virgen con el nifio en brazos™ (Figura 1.),
de Andrea Mantegna (1430-1506) o “Lady Conckburn y sus hijos™ (Figura 2.). de Sir Joshua

Reynolds (1723-1792). por citar algunos ejemplos.°

Figura . “Virgin and Child” Figura 2."Lady Cockburn and her three eldest sons™
Andrea Mantegna ( 14311506 ) Sir Joshua Reynolds (1773)
Museum of Fine Arts, Boston National Gallery, Londres

A pesar de existir descripciones previas de pacientes que probablemente padecieron SD.
el crédito a la descripcion de la entidad nosolégica como actualmente la conocemos se atribuye
al médico inglés John Langdon Hayden Down (1828-1896). quién con base al estudio de una
seric de pacientes con retraso mental titulado “Observations on an Ethnic Classification of
Idiots”, detallo las caracteristicas faciales en asociacion a perimetro cefilico pequeio

. . . T . T
alteraciones neuromusculares, dificultad en el lenguaje y un distintivo buen sentido del humor.
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Debido a las fisuras palpebrales con similitud a las personas de origen oriental, encontré
parecido a los mongoles, personas némadas de la region central de Asia. Influenciado por la obra
evolutiva de Charles Darwin, el Dr. Down consider6 a estos pacientes como evidencia de “un
retroceso hacia una raza primitiva menos evolucionada”. En reportes posteriores supuso que
enfermedades, como la tuberculosis durante el embarazo, podrian trasgredir “la barrera de las
razas”, explicando porque padres de origen caucasico podrian tener descendencia con apariencia
oriental.”

E! concepto etiologico descrito por Down en 1866 perdurd por mas de 50 afios. En 1909,
Shuttleworth, enfatizé que la edad materna durante el embarazo constituia un factor de riesgo, ya
que los hijos de madres cercanas al climaterio frecuentemente padecian SD. Tal observacion le
permitid concluir que la etiologia mas probable se debia a una disminucion de la capacidad
reproductiva,s

Waardenburg, en 1932, sugirié que la causa podria residir en “un reparto anormal” det
material genético.’ En 1956, Tjio y Levan, cstablecicron el niimero de 46 cromosomas como
normal en el ser humano.’® Asi. marcaron el precedente para que en 1959, Lejeune, Gautrier y
Turpin descubrieran que los pacientes con SD son portadores de 47 cromosomas.'
Posteriormente se identifico al cromosoma adicional como un acrocénirico pequeiio,
correspondiente al par 21. Dado lo anterior, el término de “mongolismo™ fue abandonado en
1961 mediante un consenso mediado por cientificos y humanistas.'?

Mediante mapas genéticos y fisicos de alta resolucion en ¢l cromosoma 21, Nebuhr en
1974, define la region critica para SD en 21g22.

A partir de la década de los 70°s, el enfoque hacia los pacientes con SD esta encaminado

a implementar el diagnéstico temprano, como es el diagnostico preimplantacion y prenatal,
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siendo un avance crucial para ello, la introduccion de Ia técnica de Hibridacion m siu por
Fluorescencia (FISH, por sus siglas en inglés) a finales de los 80's y otras técnicas de biologia
molecular.

El otro punto cardinal lo constituye el conocer la historia natural de la evolucién de los
pacientes con SD ya que de esta manera se han podido establecer guias de seguimiento y
tratamiento, con el proposito de disminuir las complicaciones inherentes a la entidad, mediante Ia
prevencion y deteccion oportuna de las mismas. Tal enfoque ha llevado a que la esperanza de
vida de los pacientes con SD en paises del primer mundo se acerque a la sexta década de la

vida" y que a calidad de vida para los pacientes y sus familias sea mas satisfactoria.

1.2 £} Sindrome de Down como cromosomopatia

La denominacién alternativa de Trisomia 21, conlleva el conocimiento de la alteracién
cromosémica a la cual se atribuye el cuadro clinico de SD. Las variantes citogenéticas
responsables de la patologia son:

e Trisomia 21 regular: Todas las ¢élulas contienen 47 cromosomas, con el cromosoma 21

de forma adicional. Se trata de la presentacion mas frecuente reportada hasta en €l 95%
de los pacientes.’® La presencia de un cromosoma adicional es consecuencia de un evento
de no-disyuncién, que se define como un error en la separacién de los cromosomas
durante la divisién celular, en este caso, durante la meiois.'” La edad materna es el factor
de riesgo mas conocido para SD; dado que el error meidtico ocurre en el 90% de los
casos en meiosis materna, predominantemente en meiosis | y sblo el 10% ocurre durante

Ia melosis paterna.



» Mosaicismo: El mosaico se define como la presencia de dos 6 mas lineas celulares

distintas provenientes de un mismo cigoto'®. Asi, tos pacientes con SD por trisomia 21 en
mosaico, presentan una linea celular con trisomia 21 en distintas proporciones y una linea
celular diploide normal de 46 cromosomas. Esta presentacion se debe a un evento de no-
disyuncion y posterior a este un evento de rescate trisdmico postcigdtico, Se presenta en
¢l 2% de los pacientes con sD.'®

Traslocacion robertsomiana: En el 2-3% de los pacientes con fenotipo de SD, la formula
cromosomica reporta 46 cromosomas con el desbalance cromosémico resultante en un
cromosoma derivativo consecuencia de la ruptura de los brazos cortos de dos
cromosomas acrocéniricos con fusion posterior; a este evento se le denomina
translocacién robertsoniana. Cualquiera de los cromosomas acrocéntricos (13,14,15,21 y
22) se pueden fusionar al cromosoma 21, sin embargo la frecuencia de presentacion es
mayor para los cromosomas 13,14 y 21 R

Isocromosoma de brazos largos del 21: Se observa en menos del 1% de los pacientes con
SD como consecuencia de la divisién transversal del centromero lo cual origina la
pérdida def brazo corto con duplicacion del otro brazo.'®

Duplicacién de la region 21q22: Se trata de la presentaciéon cromosdmica mas rara en SD,
en donde la formula cromosomica se reporta con material cromosomico de 46,
atribuyéndose el fenotipo de SD al efecto de dosis de la region considerada como

critica."



1.3 Etiopatogenia

En el 2000, Hattori et all’, publicaron la secuencia del brazo largo del cromosoma 21
(21q), lo cual marca un hito en la identificacién de los genes y secuencias no codificantes en
dicho cromosoma. Actualmente se conoce que el cromosoma 21 tiene un tamaiio de 48 Mb, con
425 genes identificados.'® Se estima que menos del 5% de la secuencia total, codifica para
protefnas con distimas funciones, como factores de transcripcién; reguladores; proteasas ¢
inhibidores de proteasas; elementos de la via de ubiquitinizacién; interferones y mediadores de la
respuesta inmune; cinasas; intermediarios en el procesamiento de RNA; moléculas de adhesion;
canales i0nicos; receptores, asi como proteinas involucradas en el metabolismo energétioo.w

La identificaciéon y caracterizacién de los genes localizados en el cromosoma 21 ha
permitido el mejor entendimiento de las bases moleculares de la enfermedad. La existencia por
triplicado de estos genes se ha postulade como la ctiologia del SD.” Sin embargo, s6lo algunos
de estos genes son sensibles a dosis, por lo que la sobreexpresion de su funcién aunado a otros
factores aiin no bien delimitados podtian constituir la explicacién no solo al retraso psicomotor,
sino también a las mas de 80 manifestaciones clinicas asociadas a SD, como la cardiopatia
congénita, las malformaciones intestinales, la deficiencia inmunolégica, el riesgo incrementado
para leucemia en la infancia y la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano, por citar aquellas
que mayor campo de investigacion han tenido.?!

Los genes localizados en la regién critica de sindrome de Down (RCSD), que va de
21g21 a 21q22.3 (aproximadamente 5.4 Mb), han sido los mis extensamente estudiados con la
finalidad de delimitar su potencial contribucion en el SD. En este contexto, los genes que se han

vistlumbrados como importantes en la etiologia por su sobreexpresion son CAFIA (OMIM
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601245) CBS (OMIM 236200) y GART (OMIM 138440), con repércusién cn la sintesis y
reparacién del ADN. La dosis adicional de COL641 (OMIM 120220) puede causar defectos
cardiacos, en tanto CRYA! (OMIM 123580) puede contribuir a la formacién de cataratas; la
expresion aumentada de DYRKIA (OMIM 600855), se ha relacionado al desarrollo de retraso
mental; en tanto el aumento de expresion de ETS2 (OMIM 164740) puede ser la causa de
leucemia y alteraciones esqueléticas; también se ha implicado a este gen en apoptosis al
sobreexpresarse asi como se ha asociado al desarrollo de un timo hipoplisico y anormalidades en
los linfocitos T. La expresion de INFAR (OMIM 107450) se ha relacionado a alteraciones del
sisterna inmune al igual que SODJ (OMIM 147450), también implicado en el envejecimiento
prematuro presente en estos pacientes. Otros posibles candidatos que podrian inducir uno o més
aspectos de la patogenia de la trisomia 21 son 4PP (OMIM 104760), GLURS (OMIM 138245),
S100B (OMIM 176990), TIAMI (OMIM 600687), SYNJI (OMIM 604297), PFKL (OMIM
171860) y KCNJ6 (OMIM 600877). Dentro de estos genes, se ha relacionado a APPy SYNJI,
en la aparicion de enfermedad de Alzheimer y otras caracteristicas del desarrollo psicomotor

alterado.®

1.4 Epidemiologia del Sindrome de Down

Las malformaciones congénitas se presentan en el 3-4% de los recién nacidos vivos. En
menos del 10% de los neonatos en quienes se identifican alguna malformacion, el hallazgo es
parte de una cromosomopatia. El sindrome de Down es la aneuploidia compatible con la vida
mas frecuente, con una incidencia de 1 en 732 recién nacidos vivos en Estados Unidos de

Norteamerica. 2 Se ha propuesto que existen diferencias en la frecuencia de SD a través de los
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distintos grupos étnicos asi Canfield et al. (2006) evidencié un aumento en la prevalencia de SD
en aquellas madres de origen hispanico, en comparacién con las de origen afroamericano o
africano. &

Se estima que el 3% de todas las concepciones son trisdmicas para alguno de los
autosomas. Aproximadamente el 25% de las pérdidas fetales son consecuencia de trisomias. A
En México, la existencia del Registro y Vigilancia Epidemiolégica de Malformaciones
Congénitas Externa (RYVEMCE) permiti6 el reporte de una incidencia de 1 en 735 recién
nacidos vivos con SD para 19822 similar a la incidencia encontrada a nivel mundial. Un estudio
posterior de 10 afios realizado en el Hospital General de México (1987-1996), demosird una
frecuencia de 1 en 909, lo cual se atribuy¢ a una poblacion de mujeres mas jovenes que se
atienden en dicho nosocomio y al sub-registro que pudiese existir ante falta de diagnostico al
nacimiento.”

El factor de riesgo mejor caracterizado para SD es la edad materna ya que existe un
aumento de la incidencia directamente proporcional al aumento de la edad en la madre, cuando
esta rebasa los 35 afios. Datos recientes a nivel internacional (International Clearinghouse for
Birth Defects Surveillance and Research) arrojan que la proporcién de mujeres mayores a 35
afios que se embarazan cambio del 10.9% al 18.8%, en el transcurso de 10 afios (1993-2004).
También ha existido una modificacion de la prevalencia de SD durante el embarazo (de 13 a 18
por cada 10,000 embarazos), sin que se refleje un aumento de la incidencia en recién nacidos
vivos (8 de cada 10,000 recién nacidos vivos), lo anterior se ha explicado por el hecho de que
hay un incremento en la terminacién electiva del embarazo, posterior al diagndstico prenatal en

varios paises. 7



Los mecanismos implicados en constituir a la edad materna como factor de riesgo atin no
son det todo conocidos. Sin embargo, la edad materna tiene influencia en errores de no-
disyuncion tanto en meiosis [ como en meiosis I1, por lo que se ha propuesto que un sistema de
control de calidad mas laxo en la deteccion de dvulos con aneuploidias, relacionado el tiempo de
vida de la ovogénesis, serfa un contribuyente importante. Asi mismo, la acumulacién de efectos
téxicos ambientales para el ovacito durante su arresto meidtico y el cambio en ta funcién ovérica
por una sehalizacion hormonal subdptima, podrian contribuir a cventos de no disyuncion
relacionados a la edad materna.”

Otros datos como la consanguinidad, la edad patema o factores ambientales como el

tabaquismo materno y variaciones en el metabolismo matemo de los folatos, no han mostrado

evidencia suficiente para ser considerados como factores de riesgo en SD. %

1.5 Diagnostice postnatal del sindrome de Down

Posterior al nacimiento, ¢l diagnéstico se realiza por c} fenotipo caracteristico de las
personas afectadas, asi como por las malformaciones asociadas mas frecuentes. La confirmacion
de ta sospecha clinica se lleva a cabo mediante la realizacién de un cariotipo en por lo menos 30
metafases para descartar hasta en un 10% la presentacion en mosaico.'’

En 1966, Hali ,** reporté las manifestaciones mas frecuentes en 48 neonatos con SD,

encontrando seis 6 mas caracteristicas de las descritas en el 89% de los pacientes. Hasta la fecha,

dichos criterios se usan como referencia para sospechar el diagndstico (Tabla 1.)
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Tabla 1. MANIFESTACIONES MAS FRECUENTES EN SD

(Hall B*")
Manifestaciones Frecuencia (%)
1. Hipotonia 80
2. Reflejo del Moro disminuido 85
3. Hiperlaxitud 80
4. Piel nucal redundante 80
5. Hipoplasia medio-facial 90
6. Fisuras palpebrales oblicuas hacia arriba 80
7. Pabellones auriculares displasicos 60
8. Displasia congénita de cadera 70
9. Clinodactilia del 5° dedo 60
10. Pliegue palmar tnico 45

1.6 Manifestaciones clinicas en SD y problemas médicos asociados

Las personas con SD tienen mayor incidencia de trastornos en multiples drganos y

sistemas, por lo que el conocimiento de dichas manifestaciones repercutira en su deteccion y

manejo temprano.

Las manifestaciones con sus respectivas frecuencias y manejos recomendados

la siguiente tabla (Tabla 2.)
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Tabla 2. MANIFESTACIONES CLINICAS EN SINDROME DE DOWN **

Organo / Prevalencia

Manifestaciones Clinica

Retraso mental de leve a moderado,
con seguimiento adecuado

Neurologicos y (coeficiente intelectual entre 37- Rehabilitacion  psicomotora
Conducta 70). Los menos, con retraso mental | temprana  y  duranie  la
severo. Hipotoniza (80- | infancia.  Integracibn 2
100%).Problemas conductuales y | programas de  educacién
psiquidtricos (18-38%). Epilepsia especializada.
(8%), especialmente  espasmos . .
infantiles. Enfermedad de | Segv 1f'mento y ~ mancpo
Alzheimer en edad adulta. especifico 2 trastornos
psiquiatricos.
Cataratas (4-7%); estrabismo (20-
477%);  nistagius  (11-29%); o
dacrioestenosis; blefaroconjuntivitis | Al nacimiento y de forma
. (7-41%);  alteraciones de la continua durante el primer afo
Ojo refraccion (43-70%); ametropfa; | de vida.
38-80% blefaritis seborreica; conjuntivitis

primaveral;  glaucoma  (0.7%);
pseudopapilema secundario;
colobomas retinianos. Manchas de
Brushfield. Queratocono en edad
adulta.

Seguimiento posterior cada
tres afios.

Oidos, nariz y garganta

38-78%

Otitis media de  repeticion.
Sinusitis. Nasofaringitis. Problemas
obstructivos respiratorios (30-36%).
Apnea obstructiva del suefio (57%).
Pérdida de la audicién (sensorial,
conductiva 6 mixta). Retraso en el
desarrollo del lenguaje

Evaluacion por
otorrinolaringologia  (ORL)
durante los primeros tres

meses de vida y de forma
periodica durante el primer
afio de vida. Valoracién
audiologica al nacimiento.
Polisomnografia entre los 3-4
afios. Seguimiento integral
anual.

Cavidad oral

Erupcion dental retardada;
hipodoncia, Enfermedad
periodontal.  Protrusién  lingual,
lengua y labios  fisurados.
Alteracionesen la estructura, forma
y tamafio dental.  Procesos
maxilares deficientes. Bruxismo.

Uwula_bifida. Hipotonia muscular

Valoracion anual
odontologica.
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peribucal. Cambios de pH en saliva.

Corazon

44-58%

Cardiopatia congénita

Adolescentes y adultos pueden
presentar disfuncidén valvular mitral
o adrtica

Hipertension arterial pulmonar

Ecocardiograma al nacimiento
y durante el primer afio de
vida (semestral). Seguimicnto
de acuerdo al defecto cardiaco
encontrado.

Valoracion cardiologica
periédica en edad adulta.

Gastrointestinal

4-10%

Pancreas anular. Atresia/estenosis
duodenal (1-5%). Atresia
esofagica/fistula traqueo-csofagica
(0.3-0.8%).  Estenosis  pilorica
(0.3%). Enfermedad de
Hirschsprung (1-3%).
Estenosis/atresia  anal  (1-4%).
Enfermedad celiaca (5-7%)

Revisién  intencionada  al
nacimiento y  vigilancia
mensual en el ler afto de vida.
Dieta adecuada para cada
etapa de la vida. Genotipificar
para HLA-DQ2 vy 8b, si son
negativos, no es necesario
mas seguimiento. Si  son
positivos, anticuerpos contra
transglutaminasa cada 3 afios
como deteccion de
enfermedad celiaca.

Mayor riesgo de alteraciones en el

No se realiza ultrasonido de

tractor urinario (3.2%): | forma rutinaria. Vigilancia y
Vias urinarias hidronefrosis, hidroureter, agenesia | referencia oportuna, en caso

renal, hipospadias. Retraso y | necesario

dificultad en continencia de

esfinteres.

Mujeres: Inicio de la pubertad

Desarrolle Sexual

similar al resto de la poblacion.
Capacidad reproductiva sin
alteraciones.

Hombres: Caracteristicas sexuales
primarias y secundarias asi como
concentraciones de  hormonas
testiculares e hipofisiarias, similares
a otros adolescentes varones.
Capacidad reproductiva disminuida

Contracepcién y educacion
sexual accesible.

Cuidados y medidas para
evitar el abuso sexual.

Alopecia areata (2.9-20%). Vitiligo

Observacién pediétrica

] (1.9%). Eczema seborreico (8- | durante Ja  infancia vy
Piel y Anexos 36%). Foliculitis (10-26%). | referencia en caso necesario.
Siringoma (12-39% Piel seca. | Vigilancia con énfasis en la
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Susceptibilidad a dermatitis atopica | adolescencia.

(1-4-3%).

Hiperlaxitud ligamentaria.

Hipermovilidad articular, o .
Inestabilidad atlanto-axoidea (10-| Valoracién intencionada al
30%). Pie plano. Luxacién nacimiento.

Misculo- léti L
isculo-esquelctico congénita de cadera y adquirida

(30%). Inestabilidad patelofemoral | Seguimiento ortopédico
(10-20%). Alteraciones en la periddico.
marcha.

Problemas tiroideos (28-40%): | Tamiz neonatal. Seguimiento

hipotiroidismo, tiroiditis | anual con pruebas de funcién
Endocrinolégicos autoinmune, hipertiroidismo; | tiroidea. Vigilancia de
hipotiroidismo subclinico. Diabetes | crecimiento de forma

mellitus (1%). Crecimiento con | rutinaria. Dieta y ejercicio
patrén propio. Obesidad (30-35%) | adecuados para evitar

obesidad.
Recién nacidos: Trombocitopenia
(66%) y policitemia (33%).] . . .
Desorden mieloproliferativo | Biometria hemdtica  al
transitorio  (10%), 20% de los | NACimiento. Vigilancia
Hematolégicas y cudles  desarrollard  leucemia | €Specifica  de  datos  de
Oncolbgicas mieloide antes de los 5 afios. | leucemia en los primeros 5

Leucemia linfoblastica. Linfopenia | afios de vida.
de células T y B, susceptibilidad
infecciones. Menor riesgo a
alergias.

Tabla 2. Manifestaciones Clinicas en SD

2. MARCO TEORICO

2.1Cardiopatias congénitas en SD

Se define 2 la cardiopatia congénita como ¢l grupo de alteraciones estructurales y

funcionales presentes al nacimiento, aunque se manifiesten o diagnostiquen posteriormente,
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resultado del desarrollo cardiace anormal. Las cardiopatias congénitas se encuentran dentro de
las malformacioncs mas frecuentes en el ser humano al reportarse hasta en el 1% de todos los
recién nacidos vivos, constituyendo un importante problema de salud publica a nivel mundial. B

Las malformaciones cardiacas son altamente prevalentes en el SD, afectando entre el 44 a
58% de los pacientes. El espectro de defectos cardiacos que pueden presentarse abarca desde
akteraciones en la separacion de las cAmaras cardiacas a malformaciones complejas que afectan
miltiples aspectos de la anatomia cardiaca (por ejemplo, Ia Tetralogfa de Fallot).

La cardiopatia congénita es una condicién con repercusion directa en el prondstico y
supervivencia en SD, constituyendo la principal causa de morbilidad y mortalidad en los
primeros 2 afios de vida. **

En Latinoamérica, la tasa de mortalidad durante el primer afio de vida de los infantes con
SD sin cardiopatia, se reporté en 21%; el 10% fallecié en el periodo neonatal. Cuando el SD se
asocia a cardiopatia, la probabilidad de supervivencia en el primer afo desciende al 66%. Las
causas de muerte mas comunes incluyen la falla cardiaca congestiva, ncumonia y enfermedad
vascular pulmonar obstructiva; la Gltima complicacién se encuentra asociada a la presencia de
canal atrioventricular. *' En comparacion, paises de primer mundo licnen una tasa de

supervivencia promedio del 90%, incluyendo a los pacientes con cardiopatia congénita y SD. @

2.1.1 Distribucién geogrifica de los distintos tipos de cardiopatia

congénita en Sindrome de Down
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El tipo de cardiopatia congénita en SD varfa de acuerdo 2 la localizacion geografica. En
poblacién caucisica, el defecto de canal atrioventricular (CAV) constituye la alteracién cardiaca
mas frecuente, encontrindose en 54% de los pacicntcs.‘“ En tanto, en fa poblacion general se
trata de un defecto raro como cardiopatia aislada al presentarse en sélo el 2.8%." En segundo
lugar se ubican los defectos de sepiacién cardiaca ventricular (DSV) en un 33%, seguidos de
otros tipos como la persistencia de conducto arterioso (PCA), la tetralogia de Fallot, entre
otros.?

En contraste, en Asia el defecto ventricular septal aislado se reporta como el mas
frecuente en un 40% de los pacientes SD con cardiopatia. *

En Latinoamérica, De Rubens et al.** (2003) estudio a una poblacion pediatrica mexicana
con SD y cardiopatia, donde el tipo mas frecuente de defecto cardiaco fue la Persistencia de
Conducto Arterioso (PCA), tanto en forma aislada como asociada a otras cardiopatias. El
Defecto Septal Atrial (DSA) fue el defecto aistado mas frecuente (33%), mientras los Defectos
Septales Ventriculares (DSV) se encontraron en 29% de los pacientes. Diferente a lo reportado
en poblaci6n caucasica, solo el 9% presentd et Defecto de Canal Atrioventricular. '

Vida et al. * (2005), reportaron una serie de 349 pacientes con SD guatemaltecos, en
quienes en el 54% se diagnéstico cardiopatia congénita. El defecto aislado mas frecuentemente
encontrado fue la persistencia del conducto arterioso (29%), seguido por el defecto ventricular
septal (27.5%) y el defecto atrial septal (12.7%). Similar a lo reportado en la muestra de

]58

pacientes de origen mexicano descrita por De Rubens et al. > Difiere a lo anterior que en 2009,

1. ¥, publicé que la comunicacién interauricular y el defecto de canal atrioventricular

Vilas et a
eran las cardiopatias mas comunes, con una frecuencia de 36.3%, al estudiar Ia prevalencia y

tipos de cardiopatias congénitas en pacientes con SD en la poblacion brasilefia de Pelotas.
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Debido a la alta incidencia de cardiopatia congénita en nifios con SD, la deteccién
temprana es crucial para un manejo médico y quirdrgico dptimo asi como para la prevencién del
desarrollo de hipertension pulmonar. El examen neonatoldgico normal no excluye la existencia
de una cardiopatia seria en pacientes con SD, por lo que todo paciente con SD debe contar con
un ecocardiograma por personal experimentado durante el primer mes de vida. 8 La correccion
quirdrgica de los defectos cardiacos que asi lo ameritan ocurre entre los 2 a 4 meses, en
hospitales de paises de primer mundo pero algunas cardiopatias, como la Tetralogia de Fallot,
son indicacién para un tratamiento quirérgico mas temprano. ®

Recientemente se ha reportado que la persistencia de la hipertension pulmonar de!
aconato (PHPN) constituye una complicacién asociada a cardiopatia frecuente en los pacientes
con SD (5.2-13.7%), por lo que se debe brindar interés a su vigilancia en todo paciente con SD y

cardiopatia_ !

2.2 Defecto de canal atrioventricular (AVSD/CAY)

Los términos "defectos de almohadillas endocardicas”, "defecto de septacion atrio-
ventricular” (AVSD) y "canal atrio-ventricular™ (CAV) son términos indistintos que describen
una formacién incompleta de las valvulas mitral y tricispidea, la porcién anterior del tabique
auricular (defecto ostium primum) y la parte posterior del tabique ventricular 3 1o cual
condicionan una vélvula comiin atrio-ventricular y una deficiencia variable en el flujo de entrada
ventricular °'. Alrededor del dia 32-33 df: gestacion, se lleva a cabo ¢l desarrollo del tejido
mesenquimatoso que conforma las 4 almohadillas endocardicas necesarias para fa fermacion de
un corazon de 4 camaras. La formacién del CAV puede ser resultado del arresto 6 interrupcion

del desarrollo de dicho tejido.50
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El CAV puede distinguirse en parcial y transicional o completo, este Gltimo es la forma
mas severa y consiste en una gran comunicacién interauricular tipo ostium primum, un defecto
septal interventricular grande y una valvula comin atrio-ventricular conformada por 5 valvas.
032 I CAV completo puede chasificarse de acuerdo a fa morfologia del tracto de salida de la
vilvula atrioventricular comdn en tres grupos (Clasificacién Anatomica de Rastelli): en el tipo A,
el puente anterior de Ia valva se relaciona con el ventriculo izquierdo, con numerosas cuerdas
adheridas entre la valva y el septum. En el tipo B, la valva anterior es grande y cabalga el septum
interventricular, con un miscufo papilar medial en el ventriculo o banda moderadora. En el tipo
C. la valva anterior es mayor y cabalga el septum mas que los tipos Ay B; el musculo papilar
medial se une al miisculo papilar anterior tricuspideo, por lo que se forman 5 valvas y el tracto de
salida del ventriculo izquicrde es mas largo y estrecho de lo normal, dando la apariencia de

“cuelio de ganso”.5 '

En cuanto a su epidemiologia, el CAV representa del 3 al 7% del total de los defectos
cardiacos congénitos, esto es, 2 a 3 de cada 10,000 recién nacidos vivos presenia esta

. . goe s
card opatia congenita. 3133

Ei diagnostico de CAV es eminentemente clinico, al encontrar datos de insuficiencia
cardiaca sin cianosis, presencia de un soplo holosistélico en mesocardio, murmullo de
regurgitacion atrio-ventricutar, 2° ruido intenso secundario a hipertension atterial pulmon:a::51
A nivel radiolégico, la telerradiografia de torax demuestra cardiomegalia e hiperflujo pulmonar.
El electrocardiograma muestra un eje de AQRS desviado a la izquierda, generalmente a -30

grados, lo cual se debe a la union atrio-ventricular anormal que conduce a un desplazamiento del
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nodo atrio-ventricular. Lo anterior predispone a bloqueos atrio-ventriculares.”  Asi mismo,

también es posible encontrar un crecimiento biventricular en el cuadrante superior. 0

La evaluacién por ecocardiografia se considera el estandar de referencia para confirmar el
diagndstico de CAV, ya que ademas permite su correcta clasificacion de acuerdo a los datos
anatéomicos al demostrar con detalle el defecto interatrial ostium primum caracteristico del canal
atrio-ventricular completo, los datos anatémicos de las 5 valvas que conforman la valvula atrio-

ventricular comin y et defecto interventricular en la porcion de entrada.”

La pronta correccién quirirgica del CAV es imperativa para prevenir secuelas
irreversibles derivadas de las severas alteraciones hemodinamicas, que conllevan al deceso del

50% de los pacientes no tratados quiriirgicamente durante el primer afio de vida. o

2.3 Genes relacionados con la presentacién del canal atrioventricular (CAYV)

La formacion del CAV resulta de Ia compleja interaccion de los componentes de la matriz
extracelular que se localiza entre el epitelio interno del tubo cardiaco primitivo y el miocardio
externo.®* En las ltimas dos décadas se ha demostrado que la morfogénesis del CAV esté bajo ¢l
control de grupos de redes transcripcionales. La mayoria de los factores transcripcionales
involucrados, estin altamente conservados en la evolucién, por lo que el conocimiento del
desarrollo cardiaco humano se ha logrado a través de estudios en otras especics de invertebrados
y vertebrados.®® En la tabla 3, se resumen los principales eventos de fa morfogénesis cardiaca en

asoctacion a los genes y su respectiva funcion en fa misma:
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Tabla 3. DESARROLLO ATRIOVENTRICULAR / VALVULOSEPTAL ***>°
(Modificado de Pierpont ME et al, 2000)

ETAPA

LOCALIZACION

ACCION

GEN / PROTEINA
REGULADORA

1. Gastrulacion

Estria Primitiva (linca
media)

Coalescencia de células
precardiacas en el

mesodermo esplacnico para

formar una bicapa.

MESP-1; GATA4,6;
SHH; FURINA

I Etapa
embrionaria 4-7

Campo cardiaco lateral

Diferenciacién de las células

mesodérmicas

TGF-f§, NEUROCAN,
VEGF, PITX2, receptor
de activina B

111 Etapa
embrionaria 8-16

Fusion de los campos
cardiacos

El tubo cardiaco primario se

desarrolla de las células

mesenquimatosas, en dos

capas distintas

GATA6, MEF2C, BMP2
v4. COL6AI

v.

Tubo cardiaco primario

Expansion de la gelatina
cardiaca entre las dos capas

FGF, TGF-B2, TGF-j33,
IGF1, COL641;
hialuronato. CRELDI,
CRELD2?

Tubo cardiaco primario

Expresion segmental de

moléculas del miocardio.

Expresion moléculas de
adhesion

TGF-f32, BMP-4,
MSX2; COL6Al
fibronectina. CRELDI,
CRELD2

Matriz extracelular del
tubo cardiaco primario

Trasformacion de células del

endocardio a c€lulas
mesenquimatosas de los
cojinetes/almohadillas

TGFPI-3, BMP2 y 4;
COLG6AT; endotelina.
CRELDI1, CRELD?

VIIL

Migracion dc las
células de los
cojinetes/almohadillas

Regulacion a la baja de
moléculas de adhesion
celular

TGF-B3, COL6AI;
citoactina.

CRELDI, CRELD2

VHI.

Edema de los
cojinetes/almohadillas

Trasfornacién del
mesénquima de las

almohadillas en las valvulas

y tabiques embrionarios

TGF-BI, FBN2, SOX4

MESP-I: Homélogo mesodérmico posterior 1. GATA4: proteina de union a GATA 4. SHH: sonic hedgehog. TGF-
B Factor de ecrecimiento trofoblastico B. VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular. PFTX2:
Homeodominio similar al pareado 2. /GF/: Factor de crecimiento similar a la insulina. COL641: Colageno tipo
V1. MEF2C: Factor potenciador de miocitos 2C. BMP: Proteina morfogénica de hueso. CRELDI y 2. Proteina
ricaen cisteina con dominios simitares a EGF, 1y 2. FBN2: Fibrilina 2. SOX4: Regién determinante del Y, caja 4.
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El origen genético del CAV es heterogéneo: puede presentarse de forma aislada 6
asociado a sindromes, alteraciones cromosdmicas y heterotaxia. En las formas aisladas, se ha
reportado el tipo de herencia autosémica dominante con penetrancia incompleta. =
El CAV puede ser parte de entidades sindromadticas, algunas de ellas se mencionan en la

siguiente figura (Figura 3.)

Figura 3. Asociacion genética de los defectos de canal atrioventricular

(Modificado de. Pierpont ME et al, 20007 )

PRESENTACION
AISLADA:

*Patrén de herencia
autosamico
dominante con

penetrancia reducida.

*Locus de
susceptibilidad 6q25
(AVSD1)

HETEROTAXIA:

(Formacion del eje
corporal izquierda-
derecha)

*Z1C3 (Xq26.2)

*ACVR2B (3p21-22)

ALTERACION
CROMOSOMICA:

*Trisomia 21
*Delecién 3p25
*Delecidn 8p23
*Delecion 22q11.3

SINDROMES:
*Holt-Oram (TBX5)
*Noonan (PTPN11)
*CHARGE ()
*Ellis-van-Creveld

*Smith-Lemli-Opitz
(DHCR7)

Imagen de silueta cardiaca reproducida de: www.texasheart.org
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El defecto del canal atrioventricular se ve frecuentemente asociado al sindrome de Down,
asi, se conoce que el 65% de los diagndsticos postnatales de canal atrioventricular completo
comesponden a pacientes con sindrome de Down asi come el 40% de los CAV detectados por
diagnéstico prenatal. Se ha postulado que en el cromosoma 21 se encuentran uno 0 mMas genes
que aumentan significativamente la susceptibilidad para presentar CAV. Sin embargo, no todos
los pacientes con Sindrome de Down presentan cardiopatia, incluyendo el CAV cuya frecuencia
de presentacion varfa de acuerdo al origen étnico del paciente. Por lo tanto, deben existir factores
ambientales y modificadores genéticos, no s6lo en el cromosoma 21 sino también en otros
cromosomas, que contribuyan al fenotipo.

Estudios experimentales demuestran que teratégenos ambientales (4cido retinoico)”’ y
metabolitos end6genos (superoxido dismutasa miocardica)’®, pueden interferir en el crecimiento
y desarrollo del tejido mesodérmico de los cojinetes endocardiacos postero-inferior y antero-
superior.

La identificacién de otras alteraciones cromosomicas asociadas a la presentacion de
CAV, en particular, la delecién en el brazo corto del cromosoma 3 (delecién 3p25), permitio la

identificacion de un gen candidato para el CAV: el gen CRELDI.

2.4Gen CRELD!I

El gen CRELD] (Cysteine-Rich with EGF-Like Domains 1) codifica para una molécula
de adhesion celular, pertencciente a la recientemente delineada superfamilia de faciores de

crecimiento epidérmico (EGF). En el 2002, Rupp y cols.®, lograron su identificacion y
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caracterizacion en el ser humano. concluyendo que se localiza en el brazo corto del cromosoma 3
(3p25.3), con una longitud de 2.1 kilobases, comprendida en 11 exones.
La proteina sintetizada se compone de 420 aminoacidos (43440 Da), organizados en 8

.2 59 . s e .
dominios™, a continuacion esquematlzados:

N C Espacio
-::.I- o
: WE
Dominio WE
Dominio EGF EGF
Dominio EGF-cb
. . EGF-cb
Dominio transmembrana tipo Ill
Dominio carboxilo- terminal §
Citoplasma
Figura 4. Diagrama de la proteina CRELD1 Figura 5. Diagrama de la prediccion de la
WE: Dominio rico en triptofano y acido glutamico. EGF: factor de crecimiento estructura de los dominios y la topologia de la
epidérmico. -cb: union a calcio membrana celular. EI dominio transmembranal
(Modificado de Robinson W etal.) esta representado por los rectangulos rayados
(Modificado de Rupp et al.)

La proteina CRELDI se expresa constitutivamente en todos los tejidos embrionarios
tempranos, con posterior predominio en el corazon en desarrollo, las extremidades, mandibula y
el sistema nervioso central. El transcrito principal de CRELD! de 2.1 kb, se ha identificado en
practicamente todos los tejidos en el ser humano adulto.

Asi mismo, se han identificado otras dos isoformas de CRELDI, consecuencia del
empalme de exones (splicing) alternativo que presenta este gen. Asi, ademas del transcrito
principal de 2.1 kb compuesto por los exones 1 al 10, también se han identificado otros dos

transcritos: el de 2.3 kb, producto de la inclusion del exon 9b (exdn localizado en el intrén 9 al
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formarse el transcrito de 2.1kb) v el de 2.5 kb, resultado de la inclusion de a totalidad de los
exones 1 al 11. La deteccién de estos dos transcritos ha predominado en el periodo fetal; sin
embargo, el transcrito de 2.3 kb también se ha identificado en el corazén adulto, principalmente

en auriculas, ventriculos, 4pex v en la aorta, mientras que la isoforma de 2.5 kb se ha logrado

localizar en el cerebro adulto. ¥

25CRELDI y su implicacién en defectos cardiacos del tipe Canal

Atrioventricular (CAV)

Robinson et af ° (2003), realizé el estudio molecular de CRELDT en 50 individuos no
relacionados con CAV vy cariotipo normal. En tres de estos pacientes se identificaron mutaciones
en sentido erréneo en los exones 3 y 9, dos de ellos con CAV parcial (p.R329C; p.T3111). Enel
tercero se encontrd una mutacion en el exén 3 (p.R107H), con un fenotipo complejo con
dextrocardia, atresia pulmonar y arco adrtico derecho. Al extender el estudio mutacional a los
familiares de primer grado del paciente con la mutacién p.R329C, tmica familia disponible para
el analisis clinico y molecular, se identifico que el padre, una hermana y un hermano, también
presentaban la mutacién. Se les realizé un estudio ecocardiografico a dichos familiares,
encontrando un corazon estructuralmente sano. El hallazgo anterior, sugirié a los autores que
podrian tratarse de mutaciones con penetrancia incompleta. 0

Posteriormente, Zatyka et af ' (2005) publicaron los resultados encontrados al realizar el

estudio mutacional a 49 pacientes caucasicos con CAV esporadico, donde lograron identificar

una mutacion de sentido erréneo en el exén 5 (c.484C > G) en un paciente con CAV parcial; Ia
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mutacion también estuvo presente en 7 miembros de la familia del paciente, cardiologicamente
sanos pero ausente en 200 controles sanos.!

Combinando los resultados de estos dos estudios del gen CRELDI, unicos hasta el
momento en pacientes con CAV esporadico, se logro la identificacion de 4 mutaciones de
sentido erroneo en 99 pacientes no refacionados, con la evidencia de un tipo de herencia con
penetrancia incompleta, al encontrarse también en familiares sin cardiopatfa.

Sarkozy et al % (2005) analizaron los genes CRELDI y GATA4 en una cohorte de 42
pacientes jtalianos con diferentes subtipos de CAV, que incluian 26 casos esporadicos y 16
pacientes con presentacidn familiar. Previamente, se habia reporiado por Garg et af 8 (2003)
mutaciones en GATA4 asociadas a defectos atrioventriculares y en un individuo a CAV, por lo
que se decidié su inclusién en este estudio. Sin embargo, no se encontraron mutaciones
patogénicas en las secuencias codificantes de ambos genes, por lo que se concluyd que
mutaciones en CRELDI y GAT, raramente se identifican en pacientes con CAV aislado.%?

En el 2007, Posch er af *, reportaron los resultades del estudio de las regiones
codificantes de los genes GATA4, NKX2.5, BMP4 y CRELDI en 205 pacientes con cardiopatia
congénita, de los cuales 110 presentaban un defecto atrial tipo ostium secundum aislado (ASDII)
y 95 padecian otros defectos septales (60 ASDII; 22 con defecto septal ventricular
perimembranoso y 13 con CAV) asociados a otras malformaciones cardiacas menores
(coartacién de la aorta, persistencia del conducto arterioso y retorno venoso parcial andmalo).
Posterior al tamizaje de dichos genes mediante SSCP (Analisis de polimorfismos en la
conformacién de cadena Unica) y secuenciacién de los cambios encontrados, lograron la
identificacion de una mutacién en estado heterocigoto en GATA4 (c.1750C>T), en un paciente
caucasico con ASDII multiperforado y retorno venoso parcial anémalo.
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En CRELDI se identificaron 7 variantes genéticas (Tabla 4.), para determinar si estas

variantes, clasificadas como polimorfismos de nucledtido inico del tipo no sinonimo (nsSNPs),

podrian condicionar una susceptibilidad para el desarrollo de defectos congénitos scptales, se

genotipificaron 360 alelos de individuos sanos; sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas entre las frecuencias alélicas entre los casos y controles.

TABLA 4. VARIANTES GENETICAS EN CRELDI IDENTIFICADAS EN 205 PACIENTES
CON DEFECTOS SEPTALES CONGENITOS

Modificado de Posch et al (2007) %

NUM. CASOS
. . . CON EL
GEN EXON/INTRON ¢DNA PROTEINA|  caAMBIO FENOTIPO
(n=205)
S'UTR c-103G>T 1 ASDIHI
Exl c.654G>A p.VI3M 11 ASDIi (10);
VSD/PDA
M
CRELDI Ex5 c.1217T>C p.F200F 1 ASDII
Int5 ¢.628-16C>T 1 ASDH
Ex9 c1628G>A | pK336K 1 ASDII
Int10 c.1048+23G>T 1 ASDII
Exén 10 c.1721G>A p-Q368Q 9 ASDII (9)

ASDII: Defecto septacion atrial tipo ostium secundum. VSD: Defecto septacion ventricular.
PDA: Persistencia del conducto arterioso.

El titimo estudio reportado es ¢l de Guo Y et af 8 (2010) en donde se estudiaron 133

pacientes de origen Chino con CAV y 200 controles sanos en blisqueda de mutaciones en

CRELDI. De los 133 pacientes, 24 contaban con el diagnéstico clinico de sindrome de Down; 2
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tenian sindromes de heterotaxia y poliesplenia; 6 presentaban sindromes de heterotaxia y
asplenia, y 101 con CAV aislado. Mediante secuenciacion directa del gen encontraron dos
mutaciones, previamente no reportadas. La primera, en estado heterocigoto en el exén 8
(c.857C>T), la cual se identificd en un paciente con CAV parcial; al realizar el estudio molecular
en los padres, se identificd la misma mutacién en la madre, quien tenia un corazon sano. La
segunda fue una mutacién en estado heterocigoto en el exon 9 (¢.973G>A), la cual se identifico
en un paciente con Sindrome de Down y CAV. Ambas mutaciones afectan ¢l dominio EGF de

wnién a calcio de CRELDI.S

2.6 Implicacién del gen CRELD! en los defectos cardiacos en SD

Dada la incidencia de CAV en pacientes caucdsicos con SD 'y Ia asociacién de CRELD/
como gen de susceptibilidad para la presentacion de CAV %, Maslen et al * (2006)
investigaron la frecuencia de mutaciones en una poblacion de 39 pacientes con SD por trisomia
21 regular y CAV completo, mediante secuenciacion directa del gen. Reportaron el hallazgo de
dos mutaciones: una mutacién de sentido erréneo en estado heterocigoto en el exén 9
(c.985C>T), previamente reportada por Robinson et al ® en un paciente adulto joven con CAV
parcial aislado. La presentacion cardiolégica del paciente con SD del presente estudio consistia
en un CAV completo asociado a un defecto septal atrial secundario, persistencia del conducto
arterioso, regurgitacion tricuspidea, hipertension pulmonar y drenaje anémalo de la auricula
derecha al higado. Al ampliar el estudio molecular en sus padres, se identificé que era una

mutacién heredada de la madre, quién clinicamente era sana. Asi mismo, no se encontré la
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mutacién en 400 controles sanos, con el mismo origen étnico ni en 30 individuos (60 alelos) con
trisomfa 21 pero sin cardiopatia congénita documentado por ecocardiograma.

La segunda mutacién se observé en un paciente con SD y CAV completo con regurgitacién
tricuspidea, sin otra alteracién sistémica asociada. La mutacion se identificé en el exén 10
(c.1240G>A) que resulta en una sustitucién de lisina por acido glutémico en la posicién 414
(p.E414K). Posteriormente, se realizé una bisqueda intencionada en 400 alelos de controles
sanos de la misma etnicidad asi como en 60 alelos cromosomas de individuos con SD y sin
defectos cardiacos, sin encontrar la mutacion. También se realizo el estudio en ambos padres, los
cuales no portaban la mutacion y clinicamente eran sanos.

Las dos mutaciones descritas se encuentran en regiones altamente conservadas en mamiferos.
La mutacién ¢.985C>T se encuentra en el segundo dominio del factor de crecimiento epidérmico
con unién al caleio (dominio EGF-cb). La naturateza recurrente de esta mutacion (previamente
reportada por Robinson et al % en un paciente euploide) podria atribuirse a que ocurre en un
dinucledtido CpG, el cval se sabe son secuencias propensas a mutacion duranie ha
recombinacion. "%

Con base a lo anterior, Maslen et al.®, reportaron una frecuencia mutacional en CRELD/ del
5.1% (2/39), en pacientes con SD y CAV completo. Los autores concluyen que tas mutaciones
en CRELD/ incrementan el riesgo de desarrollar CAV, junto a otros factores, como la trisomia
21 y factores ambientales aiin no identificados, siguiendo el modelo del umbral descrito para las
cardiopatias congénitas. También se indica que estas mutaciones pueden presentarse de forma
heredada u ocurtir como eventos de novo.®

En el estudio previamente citado de Guo Y et a/ 83 (2010), se incluyeron 133 pacientes con

CAYV, de los cuales 24 presentaban el diagnéstico clinico de sindrome de Down (no se refiere
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que ¢l diagndstico clinico se haya corroborado con cariotipo). En este trabajo no se detalla el tipo
de CAV (completo & parcial), tipo de presentacién (aislada ¢ asociada a otras cardiopatias) ni
otras caracteristicas clinicas de estos 24 pacientes. Como se menciono anteriormente, una de las
dos mutaciones identificadas en ¢l estudio fue en un paciente con sindrome de Down, tratandose
de una mutacion en estado heterocigoto en ¢l exén 9 (¢.973G>A), lo cual conileva una
sustitucion de lisina por dcido glutdmico en ¢l aminodcido 325 (p.E325K), en el segundo
dominio EGF-cb. Los padres se negaron a realizarse el estudio molecular, por lo que no fue
posible determinar el origen de la misma. La mutacion no fue encontrada en 100 controles sanos
de la poblacion China. En este estudio se refiere que existe una diferencia en la frecuencia
mutacional de CRELD! entre los pacientes con CAV y Sindrome de Down y aguellos con CAV
sin sindrome de Down, al encontrarse mutaciones mas frecuentemente en los pacientes con
Sindrome de Down y CAV (x* = 1.586, p=0.208).%°

Combinando la informacién detallada en los dos estudios existentes (Maslen et al., 2006;
Guo et al,, 2010) que asocian mutaciones en CRELD1 y defectos de CAV en pacientes con SD
se obtiene que la incidencia de mutaciones en CRELD/ en pacientes con SD y CAV cs del 4.8%

(3/63).

3  JUSTIFICACION

El sindrome de Down (DS) es la aneuploidia mas frecuente del ser humano, compatible con
la vida. El Instituto Nacional de Pediatria (INP) es un centro especializado donde se realiza el
diagnéstico vy la atencion de pacientes con DS y cardiopatia congénita (CHD). Las CHD son el

principal factor que determina ta sobrevida de los pacientes con DS en los primeros afios de vida.
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Los mecanismos genéticos y ambientales asociados a la CHD en DS se desconocen hasta el
momento. A pesar de que varios genes candidatos han sido descritos en la etiopatogenia de las
CHD por defectos de septacion, en la actualidad dos estudios han reportado mutaciones
asociadas a una CHD y DS, reportando un 4.8% de mutaciones de sentido errénee en el gen
CRELD/ en una muestra de 63 pacientes (39 de origen caucasico y 24 de origen chino) con DS y
CAV. A pesar de la baja frecuencia de mutaciones identificadas en este gen, consideramos
importante realizar el presente trabajo, para determinar si la presencia de mutaciones en el gen
CRELD] explican la etiologia de algunos cases de DS con CHD en poblacién mexicana. Asi
mismo, se desconocen los factores genéticos y ambientales asociados a las diferencias
encontradas en poblacién mexicana/hispana y caucéasica respecto a la frecuencia y tipo de CHD
(particularmente AVSD y VSD/ASD) en pacientes con DS, por lo que este estudio forma parte
del Proyecto de Investigacién Num. 013/09, autorizado por los comités de Investigacién y Etica
del Instituto Nacional de Pediatria, en ¢l cual se estudiarin también los genes GATA4 y NKX2.5,

cuya funcion es relevante para una adecuada septacion cardiaca.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

;Cuéles son los polimorfismos y mutaciones existentes en ¢l gen CRELD/ en una muestra de

pacientes mexicanos con sindrome de Down y defectos del canal atrioventricular?
5 OBIJETIVOS

5.1 0bjetivo General
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Caracterizar las mutaciones y polimorfismos en el gen CRELD! en una muestra de
pacientes mexicanos con sindrome de Down y cardiopatia congénita del tipo canal atrio-

ventricular (completo e incompleto).

5.2 Objetivos Especificos

1. Describir las caracteristicas demogréficas y clinicas generales de los pacientes con

sindrome de Down y canal atrio-ventricular.

2. Describir los haltazgos ecocardiogréficos reportados en los pacientes con sindrome de

Down y canal atrio-ventricular.

3. Caracterizar las mutaciones y polimorfismos en el gen CRELD! en una muestra de
pacientes mexicanos con sindrome de Down y cardiopatia congénita del tipo canal

atrio-ventricular {completo e incompleto).

5.3 Objetivos Secundarios

1. Determinar si las mutaciones patogénicas encontradas son heredadas u originadas

como eventos de novo, mediante el estudio molecular en los padres.

6 HIPOTESIS
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Existen polimorfismos y/o mutaciones en el gen CRELDI en por lo menos el 5% de los
pacientes de la muestra de pacientes mexicanos con sindrome de Down y cardiopatia congénita

por defectos de septacion cardiaca del tipo CAV.
7 MATERIAL Y METODOS

7.1 Clasificacién de la Investigacion
Estudio prospectivo, descriptivo y transversal.

7.2 Universo de estudio

7.2.1 Poblacion elegible

Pacientes con diagnéostico de sindrome de Down (SD) canalizados a través de los servicios de
Cardiologia, Clinica del Nifio con Sindrome de Down y Genética, del Instituto Nacional de

Pediatria (INP), México.
7.2.2 Tamaiio de muestra

Dada la baja frecuencia de pacientes con trisomia 21 regular con CAV en nuestra
Institucion, fo cual esta descrito por De Rubens ct al,*® el tamafio de muestra para el presente

trabajo fue a conveniencia.
7.3 Criterios de Inclusion

1. Pacientes con sindrome de Down por trisomia 21 regular (confirmado por cariotipo en

sangre periférica mediante la lectura de 25 metafases con tincion de bandas G)

2. Ambos géneros y de cualquier edad.

-32-



3. Que hayan nacido en México, cuyos padres y abuclos paternos y maternos tambicn

hayan nacido en México.

4. Pacientes con SD de la poblacidn objetivo cuyos padres o representantes legales autoricen
su inclusion en el estudio mediante firma de carta de consentimiento informado para la

realizacion del cariotipo y del estudio molecular.

5. Pacicntes con diagnéstico de sindrome de Down y con cardiopatia congénita por defecto
de almohadillas endocardicas o canal atrio-ventricular parcial, transicional o completo

confirmada por evaluacion cardiologica y ecocardiografica.

6. Pacientes con sindrome de Down cuya madre no tenga antecedentes de exposicién a

teratégenos durante la gestacion.

7. Padres biologicos de los pacientes con DS incluidos en €l estudio y los cuales autoricen

su participacion en el estudio mediante firma de carta de consentimiento informado
7.4 Criterios de Exclusién

1. Pacientes con cardiopatias congénitas complejas donde coexistan ASD, VSD o AVSD

con otro tipo de CHD conotroncales.

2. Temporalmente, pacientes con DS que hayan sido transfundidos en un periodo menor a

tres meses.
7.5 Ubicacidn del Estudio

Los pacientes elegibles con SD se captaron a través de los servicios de Genética, Clinica del

Nifio con Sindrome de Down y Cardiologia Pediatrica, del Instituto Nacional de Pediatria,
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Secretarfa de Salud, México. Posteriormente, fueron evaluados por el Servicio de Cardiologia
Peditrica, para una exploracion cardiologica detallada y la realizacién de ccocardibgrama

bidimensional transtoricico en tiempo real para definir clasificacion de CHD.

En el servicio de Genética se realiz6 un abordaje integral mediante historia clinica completa y
penealogia, asi como referencia a otros estudios paraclinicos 6 especialidades médicas
involucradas en la atencién de todo paciente con SD. Se solicité cariotipo cn sangre periférica a
todo paciente con datos clinicos de sindrome de Down que fueron captados en los servicios

mencionados, independientemente de la edad materna al nacimiento.

El estudio citogenético en linfocitos de sangre periférica en la poblacién elegible con SD se

realiz6 en €l Laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de Pediatria, de acuerdo a la

técnica convencional. '

El estudio molecular de las familias se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular del

Departamento de Genética Humana del Instituto Nacional de Pediatria.

El servicio de secuenciacion automatizada se realizé como un servicio externo solicitado por el
Laboratorio de Biologia Molecular del INP en el Instituto de Biologia de la Universidad

Nacional Auténoma de México, UNAM.
7.6 Definicion delas variables estudiadas
Se analizaron las siguientes variables:
» Sexo: Condicién orgénica, masculina o femenina, de los animales y las plantas."-’

Variable: Cualitativa, categdrica nominal dicotémica. 0= Masculino 1= Femenino
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« Edad: Cada uno de los periodos en que se considera dividida la vida humana.%’

Variable: Cuantitativa numérica discreta.

e Edad materna al nacimiento del paciente: Edad cronologica de ta madre,al momento del

nacimiento del paciente.

Variable: numérica continua

Trisomia 21 regular: Presencia anormal de un cromosoma 21 extra (total: 3 cromosomas
21) que condiciona un nimero de 47 cromosomas totales por célula. Este hallazgo debera
ser documentado mediante la téenica de citogendtica convencional de bandas G (GTG) en
todas las metafases analizadas (de 15 a 20 metafases) de una muestra de linfocitos de
sangre periférica. El resultado se expresa a través de la formula 47,XX+21 (mujeres con

DS) 0 47,XY+21 {varones con DS)."
Variable cualitativa, categorica nominal y dicotdmicas. 0= Sin trisomia 21 reguiar 1= Presente.

» Canal atrio-ventricular completo: Cardiopatia congénita consistente en un defecto
primario de las 4 almohadillas o cojinetes endocardicos (superior, inferior, lateral
izquierda y lateral derecha), el cual condiciona una anomalia en la separacion y ubicacién
de la unién atrio-ventricular, atribuible a una formacién incompleta de las valvas
tricispide y mitral, ademas de una tabicacion incompleta a nivel del septuin secundum
interauricular (tipo ostium primum) e interventricular. Lo anterior condiciona un canal
atrio-ventricular que consiste en una gran comunicacién interauricular tipo ostium
primum, un defecto septal interventricular grande y una valvula comtn atrio-ventricular

conformada por S valvas {superior, izquierda mural, inferior, inferior derecha y antero-
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superior derecha). La union atrio-ventricular anormal puede producir un desplazamiento
del nodo atrio-ventricular que se manifiesta por una desviacion del eje a la izquierda en el

electrocardiograma™’

» Canal atrio-ventricular parcial: Cardiopatia congénita consistente en un defecto primario
de las almohadillas o cojinetes endocardicos, el cual condiciona una anomalia en fa
separacién de la union atrio-ventricular, atribuible a una separacién y formacién
incompleta de Ias valvulas tricispide y mitral, ademas de una tabicacién incompleta a
nivel del septum primum interauricular. Lo anterior condiciona una unién atrio-
ventricular comin, dos vélvulas atrio-ventriculares separadas, pero con una vilvula mitral
hendida o trivalva y una comunicacién interauricular tipo ostium prinum cuya ubicacion
caracteristicamente en 1a base del septo interauricular. El ecocardiograma revelara las dos
valvulas atrio-ventriculares, la hendidura mitral y el ASD tipo ostium primum (en el

tabique interatrial bajo).”!

e Polimorfismo:. Variante en la secuencia del DNA que se observa en por lo menos el 1%

de la poblacién sana.’®
Variable cualitativa, dicotdmica y nominal

* Mutacion: Cambio fijo y heredable que ocurre en la secuencia nucleotidica de un
cromosoma, el cual a su vez puede ubicarse en los segmentos codificantes o regulatorios
de un gen, ocasionando una alteracion en el nivel de expresién, la regulacién, la

transcripcion o procesamiento del RNA o la traduccion de éste, y cuyos efectos en el
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fenotipo pueden llegar a ser deletéreos. Debido a lo anterior, este tipo de cambios no

suelen observarse en la poblacién sana.'s
Variable cualitativa, dicotomica y nominal.
7.7 Descripcién General del estudio

Fl presente estudio se llevé a cabo en ¢l Instituto Nacional de Pediatria en los Laboratorios
de Biologia Molecular y Citogenética, del Departamento de Genética Humana asi como en los
servicios de Cardiologia Pediatrica y Genética Humana. Se realiz0 una historia clinica completa
en los pacientes con SD y se canalizaron a ecocardiograma y cariotipo a aquellos pacientes de la
poblacién elegible. El servicio de Cardiologia Pedidtrica realizé una exploracién cardiolégica
clinica y por ecocardiografia en tiempo real, en un aparato de ultrasonido Modelo tipo iE33
(Philips), en modo M, bidimensional, Doppler, continuo, pulsado, espectro en color,
transtoracico y con transductores de 1-5 y 8-3 MHZ, para definir la presencia de CHD del tipo

CAV y clasificar de forma correcta en parcial 6 completo.

Los casos con CAV que no contaban con estudio citogenético, se enviaron al Laboratorio de
Citogenética para la realizacion de cariotipo por técnica convencional de bandas GTG en
linfocitos de sangre periférica. Asi, de cada paciente se obtuvo por venopuncién, bajo técnica
aséptica, una muestra de 2.5-3 ml de sangre periférica con heparina como anticoagulante. Se
realiz6 la lectura de 15-20 metafases por paciente con una resolucion de 450-550 bandas. Una
vez obtenido el cariotipo, se brindé asesoramiento genético a los padres del paciente con base a
la férmula cromosomica encontrada, Se incluyeron en el presente trabajo solo aquellos pacientes

que tenian un estudio citogenético con trisomia 21 regular y CAV. Para el estudio molecular, se
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obtuvo una muestra de 3-5 ml. de sangre periférica con o cual se llevo a cabo la extraccion del
ADN (4cido desoxirribonucleico) genomico para el analisis mediante secuenciacion directa del
gen CRELD!, Con la finalidad de otorgar asesoramiento genético a la familia al determinar si la
mutacion o polimorfismo documentado en el gen CRELD/ en el caso indice, fue un cambio
heredado u originado de novo, se obtuvo de manera paralela y con previa obtencion del
consentimiento informado, una muestra de sangre periférica para extraccién del ADN gendmico

de cada uno de los padres bioldgicos del paciente con DS incluido en el estudio.
7.7.1  Extracciéon de ADN

E! ADN gendémico de cada paciente y de sus padres bioldgicos, se obtuvo a partir de
leucocitos totales de 3-5 ml. de sangre periférica colectada en tubos Vacutainer® con EDTA
como anticoagulante. Las muestras se procesaron mediante la técnica de sales caotropicas y
adsorcién de ADN en membrana de silica (QlAamp DNA Blood Midi Kit, QIAGEN) de acuerdo
al protocolo recomendado por el fabricante. La cantidad, pureza e integridad del ADN obtenido

se analizd a través de espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa al 1%.

7.7.2 Biisqueda de mutaciones en el gen CRELD] mediante amplificacién por la
reaccion er cadena de la polimerasa (PCR) con subsecuente secuenciacion

automatica.

a) Amplificacién por PCR de las secuencias codificantes, las regiones no traducidas

(UTR) y los bordes intrén-exén del gen CRELD}

Se disefiaron los oligonucleétidos iniciadores para la PCR con Tm similares (58-60° C) con base

a la secuencias genomicas de referencia disponibles en el GenBank (GenBank accession number
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AFA452623 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para el gen CRELDI (NC_000003.11) mostrados en la

tabla 5.
Tabla 5. Primers para la amplificacion de los exones de CRELD]

Exén Primer Forward Primer Reverse Producto
Esperado

1 5 TTTCTCGCGTGGGGCCTGAC-Y 5 -GCAGATTTGCATCCCAGAGTTCCCC-3' 323 pb

2 5 -GCCCTAGGCAGGTTGCCTTICT-3 5 -GCAGAGATTTGGCGGGGAGGG-3’ 246 pb

5-ACCGCACGAGGAAGGGTGGA-3 § . TCCAGGGAAGGCCCTTTGCCA-3 225 pb

4 5 . TCCCCACCTCCCFCCACCCT-3 5-GCGAACTAGGGACAGAGCCAGGA-Y 205 pb

5 5GICTICCCACAGCCTGTCCTGGG-3 5 AGGATGGGCAGGCAGGTGCC-S 250 pb

6 5-GGCACTGGGCAGGGGCAGAT3 5-ACCAAGCCCAGGCCCCTGAC-3 214 pb

7 5".CCCCAACGGCTCTGGCTICAG3 5-GGGACAGGTGTGGAGCAGCTC-3' 223 pb

8 5 -GCGTGGCTCCOCTGGGLCTAS 5 -GTGAGGCACTCCCAGGTGCC-3 200 pb

9 5-CCCTAGCAGGACTCTGACCCCT-¥ 5 -GGGGCTTGCCTGCCTTCTICTTT-3 228 pb
10 5 - AGGTGTGTGGGAGTTCTGGGGAS 5-AGCGTGGGTGGGAGGAGGTC 3 287 pb
11 5 - GGCAGGGACCATTTCCCCAGC-3 5 - TGCCAAGGCCATGTGGTGGA-3 339 pb

Los oligonucledtidos iniciadores se disefiaron para amplificar la totalidad de las
secuencias codificantes, las 5' y 3' UTR y los bordes intron-exén del gen CRELDI con el
programa PrimerBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/), que ademds permite
una méaxima especificidad del amplicon generado, gracias al analisis exhaustivo de los

oligonucleétidos con la base de datos de secuencias genémicas humanas del programa.

La amplificacién por PCR, se realiz6 bajo las siguientes condiciones generales: 0.3 p1 [5

U] de Tag DNA polimerasa (HotStart Tag DNA Polymerase, QIAGEN) y 3 ul de buffer
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[10x] de PCR recomendado por €l fabricante; 3 mmol de cloruro de magnesio, 100 umol de
dNTPs, 100-200 pmol de cada oligonucledtido y 20-50 ng de DNA genémico en un volumen de
reaccion de 25 pl. Las reacciones de PCR se llevaron al cabo en ua termociclador Applied
Biosystems modelo Gene Amp PCR system 2720, bajo los siguientes parametros:
Desnaturalizacién inicial durante 5 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos a 95°C por 20
segundos, alineacion a 61°C por 30 segundos y extension a 72°% por 40 segundos.
Posteriormente se someticron a una extension final a 72°c durante 10 minutos. Los productos de
PCR se verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 3 % tefitdo con GelStar®
Nucleic Acid Gel Stain (Lonza Rockland Inc.,, USA), visualizado y fotografiado bajo luz

ultravioleta.

b) Secuenciaciéon automatizada y clasificaciébn como mutacion é polimorfismo de los

cambios caracterizados.

Se secuenciaron de forma automatizada las hebras sentido y antisentido de cada amplicon.
Cuando se identificaron variaciones a nivel de secuencia, se determiné si previamente habian
sido descritas como polimorfismos o mutaciones en CRELD], de acuerdo a la literatura, a la base
de datos de SNP del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/snp/) y del Human Mutation

Genome Database del Instituto Cardiff (http://www hgmd. cfac.uk/}. Los cambios no reportados

se analizaron in silicc a través de los programas on-line https:/splice.cmh.edu;
http://blocks. there.org/sift/sift.html y http://www.bork.embl-heidelberg.de/polyphen/ para definir
con ello si se trata de un polimorfismo en nuestra poblacion o de cambios con efectos deletéreos
{mutaciones). De igual forma, todas las mutaciones o polimorfismos caracterizados en los

pacientes se correlacionaron con el efecto en la sintesis de proteina (por ejem. codones de paro
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prematuro) o en los dominios afectados (por ejem. mutaciones de sentido erroneo en
homeodominio, dominios de transactivacion, de tipo EGF-1, NK, etc.) a través de los programas
BLAST de alinecamiento de secuencias con el gen paralogo de otros organismos (por ejem. Mus
musculus, Drosophila melanogaster, Rattus norvegicus, Gallus gallus, Caenorhabditis elegans,

etc.).

Los datos generales, cardiolégicos y los resultados del estudio molecular del grupo de

estudio y de sus padres, se asentaron en la hoja de captacién de datos (Anexo 1).

¢) Estudio molecular en los padres y asesoramiento genético

Se brindé asesoramiento genético a los padres de todos los pacientes incluidos en el presente
trabajo. Los cambios a nivel de secuencia identificados como mutaciones patogénicas en los
pacientes con SD, se buscaron de manera dirigida por secuenciacion automitica directa del
segmento génico involucrado en el DNA dc ambos padres para determinar si es un cambio
heredado u originado como evento de novo. En caso de identificar una mutacion patogénica
heredada, se brind6 asesoramiento genético a Ia familia y se extendera en un futuro el estudio
molecular a otros integrantes de la familia en riesgo de ser heterocigotos para el cambio para
brindar asesoramiento genético y en su caso, indicar medidas de deteccién oportuna de CHD en

su descendencia.

8. ANALISIS ESTADISTICO:
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a) Univariado. En el caso de las variables cualitativas, se determinaron las frecuencias
alélicas de las mutaciones o polimorfismos del gen CRELD!. Las frecuencias alélicas de
las mutaciones y/o polimorfismos encontrados se compararon con los datos descritos en

la literatura utilizando la prueba de .
9. CONSIDERACIONES ETICAS

Se solicit6 el consentimiento informado de los padres, tutores o representantes legales de los
todos los pacientes con SD que cumplieron con los criterios de inclusion, para Ia obtencion de 3-
5 ml. de sangre venosa periférica para realizar el cariotipo (Anexo 2) y de otros 3-5 ml. de sangre
venosa periférica para la obtencién del ADN gendmico (Anexo 2A) que se sometid al estudio
molecular del gen propuesto; lo anterior representé un riesgo minimo para el paciente. Asi
mismo, se solicité a ambos padres biologicos del paciente con SD, el consentimicnto informado
{Anexo 3) para obtener de cada uno de ellos 3-5 ml. de sangre venosa periférica para la
extraccién del ADN vy asi realizar el estudio molecular para definir si el cambio en la secuencia
identificado en el paciente con DS, es heredado u originado como evento de novo. Lo anterior,
permiti6, en caso de identificar mutaciones patogénicas, otorgar asesoramiento genético y
riesgos de recurrencia de una CHD en la descendencia de otros integrantes de la familia en

riesgo.
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10. RESULTADOS

Para la presentacion del presente trabajo de tesis, se estudiaron a 5 pacientes con SD por
trisomia 21 regular y CAV que forman parte del protocolo “Caracterizacion de mutaciones y
polimorfismos en los genes CRELDI, NKX2.5 y GATA4 en una muestra de pacientes mexicanos

con sindrome de Down y defectos de septacion cardiaca™.

De los cinco pacientes estudiados. 3/5 corresponden al sexo femenino y 2/5 al sexo
masculino (Figura 6.) Las edades de los pacientes oscilan entre los 7 meses y los 4 afios de edad,

al momento de la inclusion al protocolo (Figura 7.).

Distribucion por sexo Distribucion por Edades:
Pacientes con SD y CAV Pacientes con SD y CAV

~

o i

Numerode Casos
-
SN inw

Z e .
0-2 aifos 2-4 aflos 4-6aiftos
Rango de Edades
Figura 6. Distribucion por Figura 7. Distribucion por edad al momento de
sexo en muestra de pacientes inclusion al protocolo de la muestra de pacientes
con SDy CAV con SD y CAV

La edad materna al nacimiento oscila entre los 24 y 44 aios, con un promedio de 34.2 afios. En
tanto, la edad paterna fluctua entre los 26 a 44 afios, con un promedio de 36.2 afios (Figura 8). En
cuanto al lugar de origen, la totalidad de los casos indice y sus padres son mexicanos (criterio de
inclusion al protocolo). Las entidades federativas de origen de los casos indice fueron el Estado

de México (3/3) y el Distrito Federal (2/5). lo cual se ilustra en la figura 9.
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Edad Edad Figura 9. Entidades federativas de

Matnal Paterna: origen de los pacientes del estudio.
34.2 afios 36.2 aios Estrella roja: Estado de México.
Figura 8. Promedio de la edad Estrella parpura: Distrito Federal.

parental al nacimiento.

Los antecedentes familiares se recopilaron mediante la construccién de genealogias
(Figura 10 a 15). Dentro de los antecedentes familiares patologicos. resalta ¢l antecedente de
cardiopatia congénita en 2/5 de las genealogias analizadas. afectando a familiares en segundo
grado y tercer grado. En el caso de la Familia No 2, se trato de una prima hermana por rama
materna, con diagndstico clinico de Sindrome de Down, finada a los 4 dias de vida por una
cardiopatia congénita no especificada (Figura 11). En la Familia No. 3, se refiere una tia y prima
hermana en rama paterna con cardiopatia congénita no especificada. No fue posible conocer el
tipo de cardiopatia congénita al ser un dato desconocido por los padres del paciente, al momento

de la inclusion al estudio.



. w0 OO
D o> Do
gl LI5S

. =Sindrome de Down

=Se desconoce causa de fallecimiento

er =Trauma

A = Abortos del ler trimestre, se desconoce causa.

Figura 10. Genealogia de la Familia No 1.

! [ 0O

-
DB DO O
B P

4a

! =Sindrome de Down

=Diagndstico clinico de Sindrome de Down + Cardiopatia no
especificada; fallecio a los 4 dias de vida extrauterina.

Figura 11. Genealogia de la Familia No 2.
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Figura 12. Genealogia de ta Familia No 3.
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. = Sindrome de Down E = Hepatitis
@ /EI = Afteracion Firoidea no especificada /@ = Neumonia
@ = Infarto agudo al miocardio JZI = Trauma

Figura 13. Genealogia de la Familia No 4.
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. = Sindrome de Down

= Cirrosis hepatica

Figura 14. Genealogia de 1a Familia No 5.

Respecto al tipo de cardiopatia congénita presente en los pacientes incluidos, 5/5 presentaron
CAV completo. En cuanto a su clasificacion, 3/5 corresponde al tipo A de la clasificacién de
Rastelli, 1/5 se clasificé como Rastelli tipe B y 1/5 con clasificacién de Rastelli tipo C. El resto
de las caracteristicas evaluadas por ecocardiograma se describen en la Tabla 6. E1 100% de los
pacientes presenta de forma concomitante al CAV, otros defectos cardiacos, resaltando los

defectos interauriculares en 4/5 de los casos.
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Tabla 6. Caracteristicas cardioldgicas encontradas en 5 pacientes con CAV completo

Identificacién Cardiopatia Defectos cardiacos asociados Presién de la arteria
Paciente Congénita pulmonar
Paciente 1. CAV completo | ClA ostium primun. CIA ostium | Hipertension pulmonar
secundum. Dilatacion de severa
cavidades derechas. Derrame
pericérdico leve.
Paciente 2. CAV completo Ninguno Hipertension pulmonar
moderada (57 mmHg)
Paciente 3. CAV completo | Insuficiencia tricuspidea ligera a | Hipertension pulmonar
moderada. Insuficiencia mitral leve ( 42 mmHg)
ligera a moderada. Coartacién
de la aorta leve. CIA ostium
secundum pequefia
Paciente 4. CAV completo CIA tipo ostium secundum Hipertension pulmonar
{35 mmHg)
Paciente 5. CAV completo CIA ostium primum Hipertension pulmonar

{35 mmHg)

CAV: Canal atrio-ventricular. CIA: comunicacion interatrial.

Los resultados del estudio molecular, evidenciaron la presencia de un polimorfismo de un

solo nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés) en ef exdn 11: rs3774207, en estado heterocigoto

(2.15132C>T; ¢.1119C>T) en todos los pacientes. El polimorfismo citado se encuentra

reportado en la base de datos de SNPs del NCB! (http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/snp/) y

del Human Mutation Genome Database del Instituto Cardiff (http:/www.hgmd.cf.ac.uk/).

-49-




A, 90 10C
- e W ow BN -
TCTCATCCCC CTA

C.

10081 ggtgcattcc ccatcttaac tgatttaacc cctgaaacaa cccgacgcetg gaagttgggt
10141 tctcatccee altctacata tgtaaaaaty aagatgcaga gagatgaagc tactttccca
10201 gggctatatg gcaagcaagt cgcaaagcty ggatcccaat ccagacagtc tgaccgtgga
10261 acgagactca tacacgtaat aaatgctctyg cccccaactt ghccaccaca tggocttgge

= Secuencia del exén 11 de CRELDL
l = Citosina, presente en secuencia de referencia CRELDI

Figura 15. SNP rs3774207 en el exdn 11 de CRELDI. A. Secuencia original, donde se resalta la
presencia original de C —citosina-. B. Secuencia del paciente | (P1) como ejemplo de la presencia del
polimorfismo en estado heterocigoto rs3774207 (C>T), sefialado por una flecha. C. Secuencia de
referencia (NG_017069.1) del exén 11.
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No se encontraron cambios deletéreos (mutaciones) en la secuencia de los exones 1 al 11

del gen CRELDI, mediante la técnica de secuenciacion automatizada en los cinco casos

incluidos
A. , .
EXON 6 EXON 2
MPM P4 PS5 Control P4 PS5 Control
—» 246 pb
— 214pb
EXON 2:
B. 100 110 120 131
EERENE N NN RN NEENNERENEREERNnmEnRNN
GAACCATCCGGGACAACTTTGGAGGTGGAAACA
C:
mRNA de labase 1015..1097
CDS de la base 1015..1097
ggcctg
1021 gagagaacca tccgggacaa ctttggaggt ggaaacactg cctgggagga agagaatttg
1081 tccaaataca aagacag
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Secuencia FASTA

GGGGAACTCTGGGATGCAAATCTGCGTGGATTTAAGTTTCATCTTGGTCTCTTACTAGTTGTATGGCCCT
AGGCAGGTTGCCTTTCTGTGCCTCAGTTTCCTAGTCAGTAGAACAGTGAAGTGCTAGCATGTGCCAGGCA
CTGTACTTAGCTATTACTAATTTTCTGTTTCC AACCATCCGGGACARACTTTGGAGGT
GGAAAC GGGGCTGCTGGGGGAAGGG
GTGTATATTCCCCTCCCCGCCAAATCTCTGCTCTGCTGGTGTAGGGCTAGGAACTCTTGGGGAGCACTTA
TTCATTCAACAAATAGCACTGAACATCTATAGTATAGCAGTAAACAAGGCAAGCAAARATGCCCCCTTCCT
GGAGCTCACATTCTAGTAGAGAAGACAAGCAGTGAATGAGTAAGTGAATAATATTATGTCAGATGAAGAA

: Sitio aceptor de splicing
: Sitio donador de splicing
Secuencia del exén 2
Fragmento de la secuencia ejemplificada en el electroferograma

D. )
EXON 6
140 150 160 170
FEEL B ETAL e 0SB FECLTE e TAEETOT Aot
A
E.

mRNA de la base 7291..7386
CDS de la base 7291..7386

cttgttttgg cccctgtgce cgatgctcag
7321 gacctgagga atcaaactgt ttgcaatgca agaagggctg ggccctgcat cacctcaagt
7381 gtgtag

Secuencia FASTA:

CAGTGTGAAGGAGAAGGGACACGAGGGGGCAGCGGGCACTGTGACTGCCAAGCCGGCTACGGGGGTGAGG
CCTGTGGCCAGTGTGGCCTTGGCTACTTTGAGGCAGAACGCAACGCCAGCCATCTGGTATGTTCGGGTAG
GTAGCCAAAAGGTGTGGCACTGGGCAGGGGCAGATGGGGCACCTGCCTGCCCATCCTCATGCTGCCCCCA
TTCCACCC]

TGTAG GTGGGGCCCTAGCTAGGTCTGGGAAGATGG
TCAGGGGCCTGGGCTTGGTCCTTTATTCTCTCAACACAAGCCTGGGCTAGACTAGCCTAGTCTCCACCTT
CATGGAGATCTCAACCTGGCTGGGAAGGCAGAAAAGTAACCAGATACTTACAGTCCAGTACACAGGTACT
GTGTAGTATAGTCCCTGTGTACAGTGAGAGATGCCTCTGATCTAGTTCAGTGGAAGTGGTGATGGGGAAT

=




s Bitio aceptor de splicing
Sitio donador de splicing
Secuencia del exdén 6
Fragmento de la secuencia ejemplificada en el electroferograma, mostrando
los bordes intrén-exén incluidos en la secuenciacién.

Figura 16. Ejemplo del andlisis realizado en ¢l estudio molecular de CRELD!, donde no se encontraron
cambios deletéreos (mutaciones). A, Electroforesis en gel de agarosa al 3%, donde se muestra la
amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de los exones 2 y 6, en dos de los
pacientes estudiados (Paciente 4 —P4- y 5 -P5-); las flechas indican el tamaiio esperado de los productos
de PCR para el exon 2 de 246 pares de bases y para el exon 6 de 214 pares de bases. B. Fragmento del
electroferograma del exon 2 (P4). C. Secuencia de referencia del exon 2 (NG_017069.1), resaltando la
comparacion con la secuencia del electroferograma correspondiente. D. Fragmento del electroferograma
de la secuenciacion del exon 6 (P6). E. Secuencia de referencia del exon 6 (NG_017069.1), resaitando
la comparacion con la secuencia del electroferograma correspondiente y ejemplificando la inclusién de
los bordes exdn-intron en el analisis de la secuencia.

11. DISCUSION

El Sindrome de Down (SD) es la aneuploidia mas frecuente en recién nacidos vivos (RNV)
en el ser humano, con una frecuencia de I en 700 RNV 2. El conocimicato de los mecanismos
biolégicos vy fisiopatolégicos implicados en su origen e historia natural repercutira en las
opciones terapéuticas y de seguimiento que han de brindarse a los pacientes con esta
cromosomopatia, Lo anterior constituye un claro gjemplo de !a medicina traslacional como

vinculo entre la investigacion basica y la aplicacion clinica.

El presente trabajo de tesis tuvo como principal objetivo caracterizar las mutaciones y
polimorfismos en el gen CRELD! en una muestra de pacientes mexicanos con sindrome de

Down y cardiopatia congénita del tipo canal atrio-ventricular (completo ¢ incompleto).

El SD es la principal causa genética de cardiopatia congénita (CHD) y en particular, de
canal atrioventricutar *°. Las cardiopatias congénitas constituyen la principal causa de mortalidad

durante los primeros dos afios de vida en los pacientes con SD** El estudio de los mecanismos
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etiologicos adyacentes a la cardiopatia presente en estos pacientes, implica un acercamiento al
entendimiento del efecto del cromosoma 21 adicional sobre la embriologia cardiaca. Se ha
propuesto la existencia de genes en el cromosoma 21%, directamente relacionados en la
morfogénesis cardiaca. Para identificar las regiones genoémicas que contienen genes criticos
asociados al fenotipo de SD, diversos grupos de investigacién han examinado trisomias
segmentarias en humanos, con ¢l fin de crear mapas gendmicos que permitan delimitar la regién
critica para presentar defectos cardiacos®’. Sin embargo, algunos de los pacientes con trisomias
segmentarias tienen anomalias cromosdmicas adicionales, que complican la interpretacién de la
cotrelacion fenotipo-genotipo. Por lo tanto, el esfuerzo por identificar este conjunto de genes se
ha concentrado en el uso de modelos murinos (por ejemplo: TS65Dn y TCI), mediante los cuales
se ha podido delimitar una region critica de 5.43 Mb, con 52 genes candidatos’, sin que alguno
de ellos se haya identificado contundentemente como directamente refacionado a la cardiopatia

congénita en ¢l sp.

El mecanismo propuesto en ta génesis de los defectos cardiacos en fos pacientes con SD
tiene como fundamento el efecto de dosis de la copia adicional condicionada por la trisomia 217,
Sin embargo, se conocen otros pgenes que brindan susceptibilidad a pacientes sin
cromosomopatias y con cardiopatia congénita aislada que también podrian intervenir en la
presencia de cardiopatias en SD”. Por lo anterior, ¢l modelo de herencia multifactoriat pareceria
ser una explicacién plausible para los pacientes con alteraciones cardiacas y SD™. El hecho de
que el 40 al 60% de los pacientes con SD, independientemente del mecanismo que gener6 su

fenotipo, presenten cardiopatia congénita y no el 100%, refuerza la parcialidad de los factores

genéticos que influyen en su presentacién’".
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Dentro de los genes identificados hasta el momento en el desarrolle de corazén fetal, se
encuentran un grupo de factores de transcripcion altamente conservados que incluye a NKX2.5,

TBXS, GATA4, TBXI, CRELDI, ZIC3, TFAP2B'y FOG2, entre otros".

El estudio de los factores ambicntales que intervienen en las CHD en los pacientes con
SD se ha centrado en la influencia de los factores parentales, en especifico, los factores maternos
que influyen en el metabolismo de los folatos™. La premisa surge de la accion terapéutica de
brindar 4cido folico preconcepcional y periconcepcional con el fin de disminuir la incidencia de
malformaciones, entre ellas, las cardiacas”™. La respuesta a la intervencion con acido félico esta
directamente influida por las variantes genotipicas en distintas enzimas del metabolismo de los
folatos, resaltando Iz metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR), enzima crucial en dicha via
metabélica. Los polimorfismos en MTHFR mejor estudiados son C677T y A1298C, cuya
presencia modifica la actividad de MTHFR y son reconocidos como factores de riesgo en las
CHD aisladas no asociadas a sindromes . Recientemente, se sefialaron ambos polimorfismos

como factor de riesgo para defectos congénitos cardiacos en pacientes con sD™.

Otras caracteristicas que apoyan €] componente multifactorial de las CHD en SD, son las
diferencias en la presentacion clinica de CHD en distintas poblaciones. Diversos estudios
epidemioldgicos han permitido distinguir un patron diferencial en la distribucion del tipp CDH
entre caucasicos y latinoamericanos. Los pacientes caucasicos tienen una clara predominancia
por los defectos del canal atrioventricular ***®, lo cual no es evidenciado en las poblaciones
latinoamericanas, por lo menos en México y Guatemala, donde su frecuencia es muy baja. En
cambio, la presencia de otras CHD predomina en latinoamericanos, como la persistencia del

conducto arterioso (PCA) y los defectos septales, tanto ventriculares como atriales™ ™7,
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Dentro de las opciones para explicar la diferencia en presentacién de las cardiopatias
congénitas entre las poblaciones caucasicas y latinoamericanas, resaltan la diversidad genotipica.
Distintos proyectos internacionales como el Proyecto del Genoma Humano (PGH) y el Proyecto
de Mapeo de Haplotipos (HapMap) nos han permitido conocer més las diferentes frecuencias de
algunas variantes a nivel gendmico las cuales determinan las caracteristicas fenotipicas que

distinguen a los diversos grupos humanos™®.

Es asi que el gen CRELD/ se considera relevante en la génesis de defectos de canal
atrioventricular {CAV) aislados no asociados a entidades sindromaticas 8064 como en los
pacientes con SD 6546 Este gen, al codificar para una proteina con funcién en la adhesion
celular, interviene en la unién y comunicacién intercelular asi como en la migracion celular,
necesaria en la morfogénesis cardiaca, en especifico de las almohadillas cardiacas™***. Al tener
una mutacién que impacte en la estructura 6 funcion de la proteina, esta no podria actuar en la

forma esperada lo que repercutiria en la embriogénesis cardiaca®®.

De acuerdo a la informacién detallada en los dos estudios existentes (Maslen et al., 2006;
Guo et al., 2010) que asocian mutaciones en CRELD1 y defectos de CAV en pacientes con SD
se obtiene que la incidencia de mutaciones en CRELD/ en pacientes con SD y CAV es del 4.8%
(3/63), sin embargo, en el presente estudio no se identifico un cambio deletéreo en el gen
CRELD! al realizar el anilisis de secuenciacion de los 11 exones. en los cinco pacientes
incluidos, lo cual puede ser explicado por el tamafio pequefio de la muestra analizada. El contar
con sélo cinco casos se debe al hecho de que en la poblacién con SD que acude a nuestro

Instituto y como previamente se ha reportado, es mas comun que presenten defectos septales y
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no CAV, por lo que la identificacion de casos con SD y CAV es dificil por su muy baja

frecuencia®.

En los cinco casos estudiados en este trabajo se identificd un polimorfismo de un solo
nuclestido (SNP), previamente reportado en las bases internacionales correspondientes (Base de
datos de SNPs del NCBI  -http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/snp/- y del Human Mutation
Genome Database del Instituto Cardiff -http://www.hgmd.cfac.uk/-). El SNP rs3774207
(g.15132C>T; c.1119C>T) encontrado en el exdén 11, corresponde a una varjante sinénima en
estado heterocitogo de la isoforma 1 de CRELDI, en donde el cambio de una citosina (C) por
una timina (T), no repercute a nivel proteico (p.His373His) al continuar codificando para una

histidina (CAC-CAT)”.

Hasta la fecha, se han reportado 23 SNPs en CRELDI, 11 de los cuales se encuentran
referidos en la Base de Datos de SNPs del NCBI ™ (Tabla 7.). En dicha base, 7 de los SNPs
reportados son no sindnimos (6 de sentido erréneo y 1 sin sentido), mientras los 4 restantes son

sindnimos (3 codificantes; 1 ubicado en el marco de lectura).
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Tabla 7. Polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), reportados en el gen CRELD/ [

Frecuencia
Identificacion |  Funcion Posicion def | Cambio de Alélica Poblacion
del SNP Nucleétifio y | Aminodcido [TAfcio | Alelo
Cambio
Mayor | Menor
15279552 No sinénimo c.37G>A VI3M = = HapMap.
(sentido 0.991 0.009 Ceu
errdneo) (n=226)
rs2302787 No sinénimo ¢.383C>G P128R = = 752
(sentido 0.962 | 0.038 | japoneses
erroneo) sanos
rs115049151 No sinénimo c.407C>G S136X = = Proyecto
(sin sentido) 0.995 | 0.005 1000
£enomas
rs34832990 | Sindnimo {en | c.870 87linsA K290K ND ND ND
marco de
lectura)
rs116780838 | No sindnimo c.910C>G L304V = G= Proyecto
(sentido 0.995 | 0.005 1000
erroneo) genomas
rs79223485 Sinénimo c.912C>T L304L = = Preliminar
(secuencia 0.870 | 0.130 | Proyecto
codificante) 1000
genomas
(n=216)
rs76764016 Sinénimo c.945G>A P315P = = Preliminar
{secuencia 0.983 | 0.017 | Proyecto
codificante) 1000
genomas
(n=176)
rs3774207 Sindnimo ¢ 1119C>T H373H = = HapMap-
{secuencia 0.748 | 0.252 Ceu
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codificante) (n=226)
0.744 | 0.256 | Hap Map-
Ipt
(=172)
0.801 | 0.199 HapMap.
Yri (226)
0.5 | 0.410 | HapMap-
Mex
(n=100)
rs73118372 No sinénimo c.1136T>C M379T = = Preliminar
(sentido 0.720 | 0.280 | Proyecto
erroneo} 1000
genomas
(n=118)
rs41276501 No sinénimo c.1213C>G Q405E ND ND ND
(sentido
erréneo)
rs!113304197 | No sinénimo c.1255T>C S419p = = Poblacién
(sentido 0.500 | 0.500 Bantu,
erréneo) Sudafrica
(n=2)

HapMap-Ceu: Proyecto de Mapco de Haplotipos en poblacion caucasica. HapMap-Jpt: Proyecto de
Mapeo de Haplotipos en poblacién de origen japones. HapMap-Yri: Proyecto de Mapeo de Haplotipos en
poblacién africana. HapMap-Mex: Proyecto de Mapeo de Haplotipos en poblacion de origen mexicano
residente en Los Angeles, Estados Unidos. ND: Informacion no disponible.

Los 12 SNPs restantes se han reportado en estudios de CRELDI y CHD congénitas

sindrométicas y no sindromaticas *** (Tabla 8.) Tres polimorfismos (V13M; P315P y H373H)

se encontraban previamente reporiados en las Bases Internacionales™.
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Tabla 8. Polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), reportados en el gen CRELD/en estudios
previos de pacientes con CDH sindréomicas y no sindrémicas 6066

No. de
. sujetos con
Estudio Tipo de defecto Posicion del | Posicién | Cambiodel | of cambio
nucleétido y | del Exén | aminoacido de
cambio nucledtido
Robinson ef CAV parcial ¥ ¢.320G>A Exon 3 RIO7H 1/
al_ 2003 heterotaxia
CAV parcial (CIA c.932C>T Exon 9 T3111 2/22
ostium primun)
Casos
(50)/Controles | CAV parcial (CIA
(200) ostium primun) c.985C>T Exén 9 R329C 2/22
Zatyka et al., CAV completo c484C>G Exon 5 P162A 1/492*
2005
Casos  (49)/ CAYV parcial c.945G>A Exé6n 9 P315P 1/49
Controles
(200)
CAV c.1194G>A | Exén 10 A398A 1/49
Maslen er al., CAYV parcial, CIA c985C>T Exon 9 R329C 1/39
2006 ostium secundum,
PCA, regurgitacion
trictispidea
Casos(39)/
Controles
(400) CAVcompleto | ¢ 1940G>A | Exon9 | E414K 1/39
Posch et al., CIA c.-103G>T SUTR 1/205
2008
CIA(10)/CIV/PCA(1) | ¢37G>A Exénl VI3M 11/205
Casos (205)/
ClA c.1217T>C Exén 5 F200F 1/205
Controles
(600) ClA c.1628G>A | Ex6n9 K336K 1/205
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CIA (9) ¢.1721G>A | Exén 10 Q368Q 97205
GuoYetal, CAV-ND ¢.383C>G Ex6n 4 P128R 18/133
2010
Casos {133)/
Controles CAV-ND ¢.1119C>T | Exonll H373H 39/133
(200)
Kusuma L et CIv ¢.985C>T Exén 9 R329C 1/100
al, 2011
Casos(100)/
HPP c985C>T Exén 9 R329C 1/100
Controles(50)

CAV: Canal atrioventricular; ClA: comunicacion interauricular; CIV: comunicacion interventricular;
PCA: persistencia del conducto arterioso; ND: no se dispone de informacion para detallar el tipo de CAV.
HPP: Hipertension pulmonar persistente. *El polimorfismo se busco intencionadamente en 492 controles
adicionales.

En especifico, el polimorfismo rs3774207 (c.1119C>T) se habia reportado previamente
por Guo Y y cols%® en una muestra de 133 pacientes de origen chino con CAV, 24 con
diagnostice clinice de sindrome de Down, Se refiere una frecuencia del SNP de 39:133 (29%) en
los casos, mientras los controles presentaron una frecuencia de 41:200 (20.5%), sin que se
describa si habia significancia estadistica entre los dos grupos en frecuencias asi como mas datos
para correlacionar la presencia del SPN con algin tipo de CAV en particular (parcial 6 completo;

aislado 6 sindromatico; asociado a otras cardiopatias, etc.) ¢ algin otro antecedente clinico.

De acuerdo a lo reportado en la base de datos internacional de SNPs79, el SNP rs3774207
(H373H) ha sido genotipificado dentro del HapMap™ en distintas poblaciones (caucasicos,
asidticos, africanos y mexicanos). La frecuencia del polimorfismo en las poblaciones de origen
caucasico, asiatico y africano, se encuentra en relacion a lo reportado en el estudio de Guo Y y

cols.”®, con un promedio del 23.5%, mientras que en la poblacitn de origen mexicano residente
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en Estados Unidos de Norteamerica (n=100) ta frecuencia del alelo T fue del 41% (Tabla 7), esta
frecuencia puede explicar porque en este estudio los cinco pacientes, considerados mexicanos,

presentaron el polimorfismo.

El hecho de ser una variante sinénima (H373H), en una de las isoformas de CRELDI, hace
poco probable que tenga un impacto sobre la estructura y funcionalidad de la proteina de

adhesién celular involucrada en la formacién de las almohadillas cardiacas™.

En cuanto a los antecedentes clinicos en los pacientes incleidos en esta muestra, sobresale la
existencia de antecedentes familiares de CDH en 2/5 de las genealogias analizadas en este
estudio, en familiares en 2° 6 3er grado de parentesco, lo anterior apoyaria en estas familias que

la CDH se presenta acorde al modelo de la herencia multifactorial.

El namero reducido de pacientes presentados en este estudio, limita la formulacién de
conclusiones ya que se trata de una muestra de una poblacion de pacientes con SD y CAV parte
de un proyecto en el que se pretende incluir un mayor nimero de casos. Sin embargo es
importante resaltar que el haltazgo de un SNP (rs3774207) en CRELD] resulta relevante ya que
no se dispone de informacién de su frecuencia en la poblacion mexicana y aporta un antecedente

directo para el estudio de las CDH y en particular, en las CDH en los pacientes con SD.

Por lo tanto, fa evidencia actual permite inferir la participacién de CRELD/ dentro del
modelo de herencia multifactorial para CDH y en especifico, para CAV. El presente trabajo,
aunque no permite brindar mayor evidencia para conocer su impacto como factor de riesgo,
reporta la presencia det SNP 153774207 en 5 pacientes con SD por trisomia 21 regular y CAV

completo, polimorfismo conocido en la base de datos intemacional, pero sin reporte previo en la
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poblacién mexicana. Resulta fundamental ampliar fa informacion preliminar obtenida, lo cual se
continuard como parte del Protocolo “Caracterizacion de mutaciones y polimorfismos en los
genes CRELD!, NKX2.5 y GATA4 en una muestra de pacientes mexicanos con sindrome de
Down y defectos de septacion cardiaca”, para acrecentar el conocimiento y futuras aplicaciones

del mismo en pacientes con CDH, sindrémica é no sindrémica.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. HOJA DE CAPTACION DE DATOS POBLACION OBJETIVO Y PADRES:

I. Datos Generales.

1. Nombre del Paciente: 2. Exp. INP

3. Num. de Registro Interno para muestra de DNA:

4. Nombre de la madre:

5. Num. de Registro Interno para muestra de DNA:

6. Nombre de! padre:

7. Num. de Registro Interno para muestra de DNA:

* Telefono de contacto madre/padre:

*Direccion:

8. Edad del padre y la madre al nacimiento del caso indice (en afios):
Padre (afios) Madre (afios)

9. Sexo del paciente: 1.M 2.F

10. Edad actual (afios)

11. Resultado del cariotipo (férmula)

12. Lugar de origen:

Caso indice Madre Padre
Abuelo Matemo Abuecla Materna
Abuelo Paterno Abuela Paterna




I1. Antecedentes familiares y arbol genealogico.

Indicar familiares con malformaciones congénitas y/o cardiopatias congénitas:

il Tipo de cardiopatia documentada por valoracidn cardioldgica con ecocardiograma
bidimensional, transtoracico, bidimensional en tiempo real.

1) si = presente, §) no = ausente.
13. Defecto septal interventricular (VSD) o
comunicacion interventricular (CIV) membranoso o perimembranoso:
14. Defecto septal interauricular (ASD) o
comunicacion interauricular (C1A) tipo ostium secundum:
15. Canal atrio-ventricular completo:
16. Canal atrio-ventricular parcial:
17. Hipertension arteria pulmonar O=ausente I=presente

18. Presion de la arteria pulmonar (en mmHg):

17. Persistencia de conducto arterioso permeable o PCA:

18. Otras cardiopatias congénitas:
Tipo

OO0 ouo O 4

19. Sin cardiopatia congénita:

20. Presencia de otras dismorfias mayores: Tipo:

21. GRUPO DE ESTUDIO (1, H o TII):

-65-



V. Genotipos (a nivel de c.DNA y proteina):

Del paciente con DS:

.Gen CRELD!: Mutacion:

Polimorfismo:

Del padre:
. Gen CRELD!:. Mutacton:

Polimorfismo:

De la madre:

. Gen CRELDI: Mutacion:

Polimorfismo:
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ANEXO 2
PROYECTO DE INVESTIGACION:

“CARACTERIZACION DE MUTACIONES Y POLIMORFISMOS EN LOS GENES
CRELDI, NKX2.5 Y GATA4 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES MEXICANOS CON
SINDROME DE DOWN Y DEFECTOS DE SEPTACION CARDIACA”.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. POBLACION OBIETIVO:
CARIOTIPO.

México, D.F.,a___ de de 20

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo de que a mi
hijo(a) se le realice
la prucba de cariotipo en linfocitos de sangre periférica; prueba que fungira como parte de la
evaluacion médica de mi hijo (a) en este Instituto y para determinar si mi hijo (a) cumple con los
requisitos para participar de manera voluntaria y siempre y cuando yo lo autorize por escrito, en
el proyecto de Investigacion “CARACTERIZACION DE MUTACIONES Y
POLIMORFISMOS EN LOS GENES CRELD!, NKX2.5 Y GATA4 EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON SINDROME DE DOWN Y DEFECTOS DE SEPTACION
CARDIACA”, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me ha explicado que
para la realizacién del cariotipo, se requiere de una muestra de sangre periférica de 3-5 ml.
tomada por personal calificado y bajo todas las medidas de seguridad, como son el uso de equipo
estéril y desechable, asi como el uso de guantes. Asi mismo, en caso de que mt hijo tenga un
resultado de trisomia 21 regular en el estudio de cariotipo, estaré en posibilidad de aceptar su
inclusion al proyecto, mediante la autorizacion por escrito de una scgunda carta de
consentimiento informado para obtener de mi hijo (a) una segunda toma de sangre periférica bajo
las mismas condiciones antes descritas, con la finalidad de obtener el material genético (ADN) a
utilizarse con fines exclusivamente destinados al desarrollo del trabajo de investigacidn.
Ademis, entiendo que fa participacion de mi hija(o) es total y absolutamente voluataria, y que
puede abandonar el estudio y retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que
esto tenga ningin tipo de repercusién en la atencién de mi hijo en cualquier servicio de la
Institucion.

De igual forma, me han informado que independiente de que quiera participar en el
proyecto y con base a los resultados del cariotipo, recibiré asesoramiento genético por parte de
las Dras. Ariadna Estela Gonzalez del Angel (tel. 10 84 09 00 ext. 1306) y Rosa Maria Alvarez
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Goémez, donde se me explique el riesgo de recurrencia del sindrome de Down en mi familia,
ademas de que ninguno de los estudios que se le realicen a mi hijo {a) tendran costo para mi.

Se me ha indicado que toda informacién derivada det analisis citogenético y molecular de
mi hijo (a) en este estudio, es absolutamente confidencial y no serd compartida con tercecros
como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizacién
expresa y por escrito. Sin embargo, autorizo que la informacion necesaria para el anilisis de los
resultados, pueda ser evaluada y revisada por los médicos e investigadores del presente Proyecto.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido que mi hija(o) participe en
este estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en forma
clara en que consiste este estudio. Asi mismo entiendo que nuestra participacién no conileva
ningin tipo de compensacion econdémica y ademas es completamente voluntaria, por lo que si no
deseamos participar, ello no repercutird en la atencién médica brindada a mi hijo (a) dentro de fa
Institucion.

Atentamente,
Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccién Fecha y Firma
Nombre Testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo ¢l consentimiento:

Nombre Fecha

Investigador responsable: Dr. Miguel Angel Alcdntara Ortigoza. Laboratorio de Biologia
Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel
10840900 ext. 1306.
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Presidente del Comité de Etica: Dr. Alberto Olaya Vargas. Servicio de Oncologia Pedidtrica,
Tel. 10 84 09 00 ext. 1342 0 1343.
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ANEXO 2A
PROYECTO DE INVESTIGACION:

“CARACTERIZACION DE MUTACIONES Y POLIMORFISMOS EN LOS GENES
CRELDI, NKX2.5 Y GATA4 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES MEXICANOS CON
SINDROME DE DOWN Y DEFECTOS DE SEPTACION CARDIACA”.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. POBLACION  OBIETIVO:
OBTENCION DE DNA.

Meéxico, D.F,a__ de de 20

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi
hijo(a) participe en
el proyecto “CARACTERIZACION DE MUTACIONES Y POLIMORFISMOS EN LOS
GENES CRELDI, NKX2.5 Y GATA4 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES MEXICANOS
CON SINDROME DE DOWN Y DEFECTOS DE SEPTACION CARDIACA”, que se lleva a
cabo en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me ha explicado que para la realizacidn del estudio,
se requiere y una muestra de sangre periférica de 3-5 ml. tomada por personal calificado y bajo
todas las medidas de seguridad. como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso
de guantes.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra el material genético
(ADN) de mi hijo (a) el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizardn regiones
que pueden estar implicadas en un mayor o menor riesgo de presentar malformaciones cardiacas
asociadas al padecimiento de base de mi hijo (sindrome de Down por trisomia 21 regular). Se me
ha explicado, que el presente estudio busca conocer mejor las causas genéticas que contribuyen a
nacer con esta malformacién frecuentemente encontrada en pacientes mexicanos con sindrome
de Down.

Entiendo que los datos personales de mi hijo (a) en el estudio seran mantenidos en
estricta confidencialidad y no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizacion expresa y por escrito. Sin embargo,
autorizo que la informacion necesaria para el anilisis de los resultados, pueda ser evaluada y
revisada por los médicos e investigadores del presente Proyecto. De igual forma, se me ha
asegurado que toda la informacion clinica e impresa de mi hijo (a) recabada para el presente
proyecto, quedara resguardada bajo ilave y los datos clinicos y genéticos en archivos electrénicos
quedaran encriptados. Solo los investigadores responsables del proyecto tendrdn la llave y la
clave de acceso a esta informacion para preservar la confidencialidad.

Se me ha informado que la muestra de DNA de mi hijo (a) quedara codificada bajo una
clave que no incluya mi nombre y datos clinicos en ¢l contenedor de dicha muestra, y ésta
quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de
Pediatria, de la Secretaria de Salud por un periodo indefinido y acepto que esta muestra sca
empleada para futuros estudios de investigacion encaminados al estudio de la trisomia 21 y las
malformaciones congénitas presentes en este sindrome hasta que mi hijo (a) cumpla la mayoria
de edad y preservando siempre la confidencialidad de la informacion derivada. Se me ha
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asegurado que toda informacién derivada del andlisis de la muestra de DNA de mi hijo (a) para
este estudio es absolutamente confidencial y con fines exclusivamente destinados al desarrollo
del trabajo de investigacion. Ademas, en el entendido que la participaciéon de mi hijo (a) es total
y absolutamente voluntaria, podemos abandonar el estudio y retirar el consentimiento informado
en cualquicr momento sin que esto tenga ningtn tipo de repercusion en la atencién de mi hijo (a)
cn cualquier servicio de la Institucion.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido que mi hijo (a) participe en
este estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en forma
clara en que consiste este estudio. Asl mismo enticndo que nuestra participacién no conlieva
ningin tipo de compensacion economica. Finalmente hago constar que si deseamos no participar,
ello no repercutira en la atencién médica brindada a mi hijo (a) dentro de la Institucion y que se
me ha informado que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion,
tendran un costo para mi.

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fecha y Firma
Nombre Testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigador responsable: Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza. Laboratorio de Biologia
Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.5. Tel.
10840900 ext. 1306.
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Presidente del Comité de Etica: Dr. Alberto Olaya Vargas. Servicio de Oncologia Peditrica,
Tel. 10 84 09 00 ext. 1342 0 1343.

ANEXO 3.
PROYECTO DE INVESTIGACION:

“CARACTERIZACION DE MUTACIONES Y POLIMORFISMOS EN LOS GENES
CRELDI, NKX2.5 Y GATA4 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES MEXICANOS CON
SINDROME DE DOWN Y DEFECTOS DE SEPTACION CARDIACA”.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. PADRES DE LOS PACIENTES DE LA
POBLACION OBIETIVO.

México, D. F.,a__ de de 20

Por medio de la presente, yo s
padre (madre) de hago constar que
estoy de acuerdo en participar en el proyecto “CARACTERIZACION DE MUTACIONES Y
POLIMORFISMQOS EN LOS GENES CRELDI, NKX2.5 Y GATA4 EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON SINDROME DE DOWN Y DEFECTOS DE SEPTACION
CARDIACA?, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me ha explicado que
para la realizacién del estudio, se requiere de 3 a 5 ml. de sangre periférica, la cual sera obtenida
por personal calificado y bajo todas las medidas de seguridad, como son el uso de equipo estéril
y desechable, asf como el uso de guantes.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra mi material genético
(DNA) el cual determina mis caracteristicas fisicas y de éste se analizaran regiones que pueden
estar implicadas en un mayor o menor riesgo de presentar malformaciones cardiacas asociadas al
sindrome de Down por trisomia 21 regular. Se me ha explicado, que el presente estudio busca
conocer mejor las causas genéticas que contribuyen a nacer con esta malformacion
frecuentemente encontrada en los pacientes mexicanos con sindrome de Down y que dicho
estudio posiblemente podria ayudar a prevenir la ocurrencia de una malformacion cardiaca en
otro miembro de mi familia. Se me ha explicado que los resultados del estudio genético se me
explicaran a través de un asesoramiento genético genético por parte de las Dras. Ariadna Estela
Gonzilez del Angel (tel. 10 84 09 00 ext. 1306) y Rosa Maria Alvarez Gémez, donde se me
explique el riesgo de recurrencia del sindrome de Down y/o una cardiopatia congénita en otro
miembro de mi familia. También se me ha explicado que ninguno de los estudios que se me
realicen tendran un costo para mi,

Entiendo que mis datos personales en el estudio seran mantenidos en estricta
confidencialidad y éstos no seran compartidos con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizacion expresa y por escrilo. Sin embargo,
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autorizo que la informacion necesaria para el andlisis de los resultados, pueda ser evaluada y
revisada por los médicos ¢ investigadores del presente Proyecto. De igual forma, se me ha
asegurado que toda la informacion clinica e impresa de mi persona recabada para ¢l presente
proyecto, quedara resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos electrénicos
quedaran encriptados. Solo los investigadores responsables del proyecto tendran la Have y la
clave de acceso a esta informacién para preservar fa confidencialidad.

Se me ha informade también que mi muestra de DNA quedara codificada bajo una clave
que no incluya mi nombre y los datos clinicos en el contenedor de dicha muestra, y ésta quedara
bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria, de la
Secretaria de Salud por un periodo indefinido y acepto que esta muestra sea empleada para
futuros estudios de investigacién encaminados al estudio de la trisomia 21 y las malformaciones
congénitas presentes en este sindrome, sierupre y cuando se preserve la confidencialidad de la
informacion derivada. Se me ha asegurado que toda informacién derivada del analisis de mi
mucstra de DNA para este estudio es absolutamente confidencial y con fines exclusivamente
destinados al desarrollo del trabajo de investigacion. Ademas, en el entendido que mi
participacién cs total y absolutamente voluntaria, puedo abandonar el estudio y retirar el
consentimicnto informado en cualquier momento sin que esto tenga ningin tipo de repercusion
en la atencion de mi hijo (a) en cualquier servicio de Ia Institucién.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma Tibre y sin que nadie me presione decido participar en este estudio, una
vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en forma clara en que consiste
este proyecto de investigacion. Asi mismo entiendo que nuestra participacion no conlleva ningiin
tipo de compensacion economica. Finalmente hago constar que si deseamos no participar, ello no
repercutira en la atencién médica brindada a mi hijo (a) dentro de la Institucién y que se me ha
informado que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion, tendran
un costo para mi.

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fecha y Firma
-Nombre Testigo Direccién Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha
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Investigador responsable: Dr. Miguel Angel Alcintara QOrtigoza. Laboratorio de Biologia
Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel.
10840900 ext. 1306.

Presidente del Comité de Ftica: Dr. Alberto Olaya Vargas. Servicio de Oncologia Pedidtrica,
Tel. 10 84 09 00 ext. 1342 0 1343.
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ANEXO 4.
PROYECTO DE INVESTIGACION:

“CARACTERIZACION DE MUTACIONES Y POLIMORFISMOS EN LOS GENES
CRELDI, NKX2.5 Y GATA4 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES MEXICANOS CON
SINDROME DE DOWN Y DEFECTOS DE SEPTACION CARDIACA”.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADOQ. GRUPO NINOS SANOS.
México, D.F.,a___ de de 20

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi
hijo(a) participe en
¢l proyecto “CARACTERIZACION DE MUTACIONES Y POLIMORFISMOS EN LOS
GENES CRELDI, NKX2.5 Y GATA4 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES MEXICANOS
CON SINDROME DE DOWN Y DEFECTOS DE SEPTACION CARDIACA”, que s¢ lleva a
cabo en el Instituto Naciona! de Pediatria. Se me ha explicado que para la realizacion del estudio,
se requiere de un raspado de mucosa bucal tomada por personal calificado y bajo todas las
medidas de seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso de
guantes.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendrd el material genético
{DNA) de mi hijo(a) el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizarin regiones
que pueden estar implicadas en un mayor o menor riesgo de presentar malformaciones cardiacas
asociadas al sindrome de Down por trisomia 21 regular. Se me ha explicado, que el presente
estudio busca conocer mejor fas causas genéticas que contribuyen a nacer con esta malformacién
frecuentemente encontrada en los pacientes mexicanos con sindrome de Down.

Entiendo que los datos personales de mi hijo (a) en el estudio serin mantenidos en
estricta confidencialidad vy no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuclas, otros familiares, ctc., si no es con mi autorizacion expresa y por escrito. Sin embargo,
autorizo que la informacién necesaria para cl anélisis de los resultados, pueda ser evaluada y
revisada por los médicos ¢ investigadores del presente Proyecto. De igual forma, se me ha
asegurado que toda la informacién clinica e impresa de mi hijo (a) recabada para el presente
proyecto, quedara resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos electrénicos
quedarin encriptados. Sélo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la
clave de acceso a esta informacién para preservar la confidencialidad.

Se me ha informado que la muestra de DNA de mi hijo (a) quedard codificada bajo una
clave que no incluya mi nombre y datos clinicos en el contenedor de dicha muestra, y ésta
quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de
Pediatria, de la Secretaria de Salud por un periodo indefinido y acepte que esta muesira sea
empleada para futuros estudios de investigacién encaminados al estudio de la trisomia 21 y las
malformaciones congénitas presentes en este sindrome hasta que mi hijo (a) cumpla la mayoria
de edad y preservando siempre la confidencialidad de la informacién derivada. Se me ha
asegurado que toda informacidn derivada del anélisis de la muestra de DNA de mi hijo (a) para
este estudio es absolutamente confidencial y con fines exclusivamente destinados al desarrollo
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del trabajo de investigacién. Ademds, en el entendido que lfa participacién de mi hijo (a) s total
y absolutamente voluntaria, podemos abandonar el estudio y retirar el consentimiento informado
en cualquier momento sin que esto tenga ningiin tipo de repercusion en la atencién de mi hijo (a)
en cualquier servicio de la Institucion.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido que mi hijo (a) participe en
este estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en forma
clara en que consiste este estudio. Asi mismo entiendo que nuestra participacién no conlleva
ningtin tipo de compensacién econémica. Finalmente hago constar que si deseamos no participar,
ello no repercutiri en Ia atencién médica brindada a mi hijo (a) dentre de la Institucion y que se
me ha informado que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion,
tendran un costo para mi.

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccién Fecha y Firma
Nombre Testigo Direccioén Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigador responsable: Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza. Laboratorio de Biologia
Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel.
10840900 ext. 1306.

Presidente del Comité de Etica: Dr. Alberto Olaya Vargas. Servicio de Oncologia Pedidtrica,
Tel. 10 84 09 00 ext. 1342 o0 1343,
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