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CAPITULO |

1. RESUMEN

INTRODUCCION:

Los defectos congénitos son la principal causa de mortalidad infantil, y de estos, las
cardiopatias congénitas son los mds frecuentes. Solo el 20% de las cardiopatias
congénitas se explican por defectos cromosémicos 0 monogénicos, el restante 80% es
pobremente entendido, un mecanismo poco estudiado es la epigenética. La metilacion
del DNA es el mecanismo epigenético mejor caracterizado. Estudios previos sugieren que
las variantes de un solo nucledtido (single nucleotide variant o SNV) y las alteraciones en
la metilacion del DNA pueden contribuir al desarrollo de defectos congénitos. Existen
muchos genes candidatos, entre ellos 4 genes que se han relacionado recientemente con
las cardiopatias congénitas: MTHFR, TBX1, TBX20y AXIN1; cuya correcta expresion juega
un papel crucial durante el desarrollo.

OBJETIVOS:

1. Determinar silas SNVs de riesgo en en nuestra poblacién.

2. Comparar el estado de metilacidén entre casos y controles

3. Comparar el estado de metilacién entre cardidépatas con genotipo de riesgo y
wild-type.

4. Comparar el estado de metilacién entre controles con genotipo de riesgo y
wil-type.

5. Comparar el estado de metilacion entre los 4 subgrupos.

METOLOGIA:

Estudio piloto-exploratorio, transversal, observacional, descriptivo. Se evaluaron 66
recién nacidos (22 casos y 44 controles). Casos con comunicacion interventricular (CIA)
(n=15) y con comunicacion interauricular (CIA) (n=7). En casos y controles se obtuvo
muestras de sangre (aproximadamente 10 gotas) de los nifios durante la muestra del
tamiz neonatal. Se realiz6 genotipificacion para 7 SNVs y estado de metilacion del
promotor de los 4 genes: MTHFR, TBX1, TBX20 y AXIN1.

Los analisis estadisticos se realizaron en el software SPSSv.22 (SPSS Inc .; Chicago, IL, EE.
UU.). Considerando estadisticamente significativos valores de probabilidad menores de
0.05 (p<0.005).



RESULTADOS:

Las variantes de riesgo encontradas en nuestra poblacidn fueron los SNVs rs12921862
de AXIN1 con un OR para los estados heterocigoto y homocigoto del alelo A de 63.3
(p=0.00) y rs4720169 de TBX20 con un OR para los estados heterocigoto y homocigoto
del alelo A de 7.6 (p=0.005).

Comparando el estado de metilacion entre casos y controles se encontré diferencia
significativa en los genes AXIN1 (p=0.036) y MTHFR (p=0.041) entre casos y controles,
con menor metilacién de los casos, en los genes TBX1 y TBX20 también se encontro esta
diferencia pero no fue significativa. Al comparar el estado de metilacién entre
cardidpatas con CIA y con CIV se encontré diferencia significativa en los genes AXIN1,
TBX20y TBX1, con una menor metilacion en el grupo de los cardidpatas con CIV. El estado
de metilacidon del grupo CIA fue muy similar al grupo control.

Posteriormente el grupo de los casos fue subdivido por genotipo en aquellos con
genotipo de riesgo de riesgo y wild-type. No se encontraron diferencias en la metilacién.
Finalmente al subdividir el grupo de los controles por genotipo en aquellos con alelo de
riesgo y aquellos que son wild type se encontrd que los casos con genotipo de riesgo en
MTHFR rs1801131 alelo G (p= 0.004) y rs1801133 alelo A (p= 0.007) presentan mayor
metilacion.

CONCLUSIONES:

Los SNVs de riesgo en nuestra poblacién son rs12921863 y rs4720169.

Al comparar casos con controles se encontr6 menor metilacion generalizada en los
cardidpatas de manera independiente de su genotipo.

En los cardidpatas no hubo diferencia en el estado de metilacién dependiente del
genotipo, sino que, en general, se encontraba hipometilacidn.

Al comparar el estado de metilacidén en el grupo de controles si se encontré diferencia
dependiente del genotipo encontrandose mayor metilacion en los controles con alelos
de riesgo del gen MTHFR; alelo G en rs1801131 y alelo A en rs1801133.

Se puede hipotetizar que la mayor metilacidon de los promotores de los genes AXIN1,
TBX20, TBX1 y MTHFR es un factor protector para cardiopatias congénitas de manera
independiente al genotipo y que la hipermetilacion de MTHFR aun en la presencia de
alelos de riesgo es también un factor protector, en este caso dependiente del genotipo.
Esto podria explicar el factor protector de la suplementacion con folato para cardiopatias
congénitas.



Capitulo II.
2. INTRODUCCION

a. Marco tedrico
Las malformaciones congénitas son definidas por la OMS como “anomalias estructurales
o funcionales, como los trastornos metabdlicos, que ocurren durante la vida intrauterina
y se detectan durante el embarazo, en el parto o en un momento posterior de la vida.
También son llamados defectos de nacimiento trastornos congénitos”. Estas
malformaciones influyen de forma relevante en la morbilidad y mortalidad infantil .

Dentro de las anomalias congénitas, son las cardiopatias congénitas el grupo mas comun,
con una incidencia de 17.9 por cada 1000 recién. En hombres esta tasa es 19.1/1000 y
en mujeres es de 16.6/1000.2

Las cardiopatias congénitas se caracterizan por formaciones inadecuadas que se
manifiestan como defectos de las paredes cardiacas, vélvulas o vasos sanguineos.? De
todos los tipos de cardiopatias congénitas son los defectos del septo ventricular y del
septo atrial los subtipos mas comunes, con una incidencia de 5.29/1000, lo cual
corresponde al 29.6% de todos los casos de cardiopatias congénitas.?

Como la mayoria de los defectos congénitos humanos, las cardiopatias congénitas
pueden ser explicadas, al menos en su mayoria, por herencia multifactorial, con una
concordancia y una heredabilidad del 40-60% y 37%, respectivamente.*> En esta
herencia de tipo multifactorial estan involucrados tanto factores ambientales como
genéticos.®

Sin embargo, también existen cardiopatias congénitas sindromicas, que son debidas a
alteraciones cromosémicas como aneuploidias, traslocaciones o deleciones
cromosomicas; y a defectos monogénicos. Estos sindromes solo son la causa del 20% de
los casos de cardiopatias congénitas. Ejemplos de enfermedades cromosdmicas con
cardiopatias congénitas son: sindrome de Down (trisomia 21), sindrome de Edwards
(trisomia 18), sindrome de Patau (trisomia 13), sindrome de Turner (monosomia del X);
y sindromes de microdelecion como 22911 y 7q11.23. Ejemplos de enfermedades
monogénicas con cardiopatias congénitas son: sindrome de Alagille, Holt-Oram,
sindrome de Noonan, Costello, sindrome cardiofaciocutaneo y sindrome de CHARGE.”

No obstante, el mecanismo involucrado en el restante 80% de las cardiopatias
congénitas no sindrémicas o aisladas es pobremente entendido’ y se ha intentado
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encontrar variantes genéticas de susceptibilidad, asi como factores ambientales que
incrementen el riesgo de cardiopatias congénitas.

Para analizar los factores de riesgo genético de las cardiopatias congénitas es importante
notar que el desarrollo embrionario cardiaco incluye una red compleja y bien orquestada
de regulacién de la transcripcién que involucra aproximadamente 1500 genes (de los
cuales 239 estan bien identificados) y secuencias no codificantes adicionales que
producen la migracién de las células de las crestas neural y el crecimiento celular
mesodérmico, proliferacion y la diferenciacién tan temprano como desde la 42 semana
de gestacion.®®

El desarrollo cardiaco es controlado por muchos sistemas morfogénicos sobrelapantes
que regulan redes transcripcionales intrincadas. Nodal, proteinas morfogénicas 6seas
(BMPs), Wnts, Sonic hedgehog, NOTCH, neuregulina, acido retinoico, factores de
crecimiento fibrobldstico (FGFs), y otras moléculas de sefializacion que son conocidos
por jugar un rol esencial en regular la cardiogénesis, principalmente al controlar factores
de transcripcidon cardiacos MESP1, GATA4, NKX2.5, HAND1, HAND2, ISL1, y muchos
factores de transcripcion TBX.10

Los grupos de genes mas comunmente implicados con cardiopatias congénitas son, por
lo tanto, factores de transcripcién como GATA, factores de transcripcion homeobox
(NKX2.5, NKX2.6), factores de transcripcion T-Box (TBX1, TBX5, TBX20), y otros factores
de transcripcion (CITED2, ANKRD1, FOG2, ZIC3, HAND2).!* Otros genes que estan
implicados en la aparicion de cardiopatia congénita son parte de vias de transduccion o
componentes estructurales son los genes de sefializacién nodal (NVODAL, FOXH1, GDF1,
CFC1, etc.), genes de sefializacion notch (NOTCH1, NOTCH2, JAG1), y otros (ELN, GJAL,
THRAP2, FLNA).1!

Y a pesar de que se ha incrementado el entendimiento sobre el rol de las mutaciones
genéticas y las variantes en el numero de copias, los mecanismos en las cardiopatias
aisladas son menos entendidos dado que estan involucrados multiples genes e
interacciones. El desarrollo de nuevas técnicas, como la secuenciacion del genoma, han
permitido a los investigadores encontrar variantes genéticas que confieren riesgo para
cardiopatias congénitas en poblaciones especificas.!?

Las SNVs representan cambios en nucleétidos que se encuentran en las regiones
codificantes o no codificantes del genoma. Hasta ahora, se han identificado muchos SNVs
que influencian el desarrollo de cardiopatias congénitas.’
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Por ejemplo; dentro del metabolismo de la homocisteina, se ha mostrado que una
actividad reducida en la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) puede incrementar
los niveles plasmaticos de homocisteina, y la hiperhomocisteinemia se asocia con alto
riesgo para cardiopatias congénitas.!® Se han descrito polimorfismos en MTHFR, los mas
comunes C677T (rs1801133) y A1298C (rs1801131). La mayoria de los estudios muestra
una asociacion significativa entre C677T y cardiopatias congénitas.*

Sin embargo, estos cambios mencionados en la secuencia de DNA o SNVs no son
suficientes para causar una cardiopatia congénita, ya que se requieren también factores
ambientales para su produccién. En este rubro, existen otros mecanismos
extragendmicos, como son la epigenética y la mecanobiologia. Los cuales son capaces de
regular la expresién génica'® y estudios recientes han demostrado que la importancia de
la regulacion epigenética durante el desarrollo cardiaco.’

El término epigenética, que literalmente significa “sobre la genética convencional”, se
refiere al estudio de cambios heredables en la expresion genética que ocurren
independientemente de los cambios primarios en la secuencia de DNA.'® Estas
modificaciones epigenéticas pueden ser heredadas a las células hijas durante la division
celular e incluyen la metilaciéon del DNA y la modificacion histonica, que controlan la
accesibilidad genética; y los RNAs no codificantes, que principalmente controlan la
traduccién del RNAm.1°

Recientemente se ha incrementado el cuerpo de investigacidn clinica y experimental que
ha identificado patrones aberrantes epigenéticos en muchas enfermedades poligénicas,
incluyendo las cardiopatias congénitas.®

METILACION DEL DNA

La metilacion del DNA es una marca epigenética heredable.®

En el DNA, los nucledtidos secuenciales citosina-guanina en direccion 5’-3’ se llaman
dinucledtidos CpG y puede ser metilado en la posicion 5 de la citosina por DNA
metiltransferasas (DNMTs).’

La mayoria de la metilacién del DNA es esencial para el desarrollo normal y juega un rol
muy importante en un procesos clave, incluyendo laimpronta gendmica y la inactivacion
del cromosoma X.1” Ya que no todos los genes estan activos todo el tiempo, la metilacién
del DNA es uno de los mecanismos que utiliza la célula para controlar la expresion
genética.t®
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Se esperaria que los dinucledtidos CpG formaran 4% de un genoma, sin embargo, solo
1% del genoma es compuesto de CpG.® Aproximadamente 70% de los promotores
génicos existen en islas CpG, y la metilacion de estas dreas corresponden al
silenciamiento genético.?’ La expresion espaciotemporal de los genes cardiacos durante
el desarrollo es impresionantemente bien regulada, y la metilacidon del DNA juega un rol
critico.1°

La disrupcion de este proceso epigenético resulta en estados transcripcionales alterados.
Este estado epigenético puede alterarse por factores ambientales, lo que conlleva al
desarrollo de fenotipos anormales o patoldgicos® como el desarrollo de cardiopatias
congénitas.

El anadlisis del perfil de metilacién permite incrementar nuestro entendimiento del
epigenoma entero.'®

b. Definicién del problema

Aproximadamente el 1% de los nifilos nacen con cardiopatia congénita, y 25% requeriran
cirugia dentro del primer afio de vida.3

En el mundo la incidencia estimada de las cardiopatias congénitas es de 4-5 por cada
1000 nacimientos. En México no existen bases de datos que registren de forma
sistematizada su frecuencia, por lo que el calculo se basa en una prevalencia estimada
de 8-10 por cada 1000 recién nacidos, y extrapolando a la natalidad, se esperan de
18,000 a 20,000 casos nuevos por afio.?!

En el registro de defectos congénitos del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”
(ICBDSR/ECLAM) se encontraron que las cardiopatias congénitas tuvieron una incidencia
de 1/445 recién nacidos en 2019, siendo el defecto congénito mas frecuente de ese afio.
(8458 nacimientos y 19 con cardiopatia congénita).

De acuerdo al INEGI, las cardiopatias congénitas se ubican en segundo lugar como la
causa de muerte en nifios mexicanos menores de cinco afios de edad.?? Ademés, el 50%
de las cardiopatias congénitas requieren procedimientos quirdrgicos, de los cuales, el
30% se realizan con circulacion extracorpérea.?
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La supervivencia de los nifios con cardiopatia congénita depende de la complejidad de la
malformacion, edad a la que se realiza el diagndstico, asi como del tratamiento otorgado.
En nuestro pais, las cardiopatias congénitas tratadas en mayor prevalencia son los
defectos del septum ventricular, persistencia del conducto arterioso, tetralogia de Fallot,
defectos del septum arterial, conexidon anédmala de venas pulmonares y coartacion de la
aorta. Observandose una mortalidad global del 7.5% en comparacion con el 4% de la
reportada en paises desarrollados.?* 25 26

Dentro de todos los tipos de cardiopatias congénitas, son los defectos del septo
ventricular y del septo atrial los subtipo mas comunes, con una incidencia de 5.29/1000,
lo cual corresponde al 29.6% de todos los casos de cardiopatias congénitas.?

La prevalencia y la letalidad de las cardiopatias congénitas han justificado una
investigacion extensa por décadas, pero la etiologia de la mayoria de los casos
permanece desconocida. A pesar de los avances monumentales para el entendimiento
del desarrollo cardiaco, su gran complejidad continua limitando nuestra habilidad para
identificar los mecanismos moleculares que subyacen las cardiopatias congénitas.°

Los defectos septales tanto en México como en otras partes del América Latina son una
de las principales causas de morbimortalidad infantil, por lo que el estudio de los
patrones de la metilacion, de los SNVs de riesgo y de la relacidn entre estos en nifios con
cardiopatia congénita y nifios sin cardiopatia congénita puede ampliar el conocimiento
de los factores involucrados en su desarrollo, proveer de posibles biomarcadores para el
establecimiento de un diagndstico temprano y poder proporcionar un manejo oportuno,
asi como favorecer la deteccion de blancos terapéuricos y acciones preventivas
destinadas a las mujeres en edad reproductiva.

c. Antecedentes

Antes de 1980 existian multiples pistas que sugerian que la metilacidon podria jugar un
rol en la regulacién de la expresidn genética. Por ejemplo; J.D. McGhee y G. D. Ginder
compararon el estado de metilacidn de la beta-globina en células que expresaban y que
no expresaban este gen. Usando enzimas de restriccién distinguieron entre DNA
metilado y no metilado, el duo mostré que el locus de la beta-globina estaba,
esencialmente, no metilado en células que expresaban beta-globina, pero metilado en
otros tipos de células.'®
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Poco después, se utilizd un experimento mas directo que examiné los efectos de inhibir
la metilacidn usando 5-azacitidina en células de ratones. La 5-azacitidina es un analogo
de la citidina, que cuando se integra al DNA inhibe severamente la accion de la enzima
DNA metiltransferasa que normalmente metila DNA en residuos de citosina. Esto
demostré que la remocién de citidina resulté en cambios en la diferenciacién celular, lo
que abrid la puerta a los investigadores para mejorar el entendimiento sobre cdmo la
metilacion impacta la expresion genética y la diferenciacion celular.!®

Dado el rol critico de la metilacién del DNA en la expresidon genética y en la diferenciacién
celular, parece obvio que errores en la metilacidon podrian originar un gran nimero de
consecuencias devastadoras, incluyendo enfermedades. Se estdn estudiando las
conexiones entre anormalidades en la metilacién y enfermedades como cdncer, lupus,
distrofia muscular y un rango de defectos congénitos.?’

Las posibles contribuciones de las anormalidades en la metilacion en las cardiopatias
congénitas han sido recientemente exploradas. La metilacion del DNA en tejido cardiaco
ha sido comparada através de estadios embrionarios, entre tejidos con cardiopatia
congénita y tejidos control, asi como entre tejidos neonatales y adultos.*?

Chamberlain A.A. condujo en 2014 un estudio de analisis de metilacién del genoma en
etapas embrionarias de corazén de ratdon que correspondian al desarrollo y maduracion
de las camaras cardiacas. En corazones embrionarios de los dias 11.5 a 14.5 los autores
identificaron 79 genes con diferente metilacién del DNA que correlacionaba con
expresion alterada.?’

En biopsias miocdrdicas de pacientes con tetralogia de Fallot y CIV se observé
hipermetilacién en la region promotora de SCO2, que codifica para una proteina del
citocromo ¢ oxidasa. Los autores hipotetizaron que la disminucion resultante de SCO2
produce un estado metabdlico celular hacia la glicdlisis, lo que retrasa la diferenciacion
y promueve la cardiomiopatia y falla cardiaca.?®

En otro estudio se comparé la metilacién del DNA en recién nacidos con estenosis
valvular adrtica, en un total de 52 genes se econtraba significativamente alterada la
metilacion del DNA en la sangre de recién nacidos con la estenosis adrtica comparados
con recién nacidos sanos. De particular interés APOA5 y PCSK9 fueron hipermetilados y
ambos son considerados factores de riesgo mayores para la enfermedad coronal en
adultos.?®
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En 2013 Sheng, W. evalud la metilacién del DNA en genes que codifican para factores de
transcripcidn clave cardiacos Nkx2.5 y Hand1, y ambos se encontraron hipermetilados
en pacientes con tetralogia de Fallot.?°

Guliang Lyu et al. en 2018 identificaron diferencias gendmicas y epigendmicas entre un
par de gemelos discordantes para cardiopatia congénita: doble salida de venticulo
derecho. Ambos fueron sujetos a secuenciacién del genoma y analisis de metilacion. Se
identificaron muy pocas diferencias gendmicas, pero 1566 regiones diferencialmente
metiladas entre los gemelos monocigoéticos. 20% de estas regiones diferencialmente
metiladas se localizaron 2kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion.
Particularmente ZIC3 y NR2F2 se encontraron con promotores hipermetilados en el
gemelo monocigoto y otros pacientes con doble salida de ventriculo derecho, asi como
disminicidn de su expresion.3!

Colectivamente, estos estudios demuestran que la metilacion del DNA es fuertemente
regulada durante la diferenciacién y maduracion cardiaca. Avances en nuestro
entendimiento de estos patrones espaciotemportales puede ser util para el tratamiento
de cardiopatias congénitas y el remodelado patoldgico que comunmente produce falla
cardiaca en pacientes con cardiopatias congénitas.*°

De particular relevancia para nuestro estudio son los resultados de los siguientes dos
estudios:

Hernandez-Almaguer MD, (2019) et al. Analizaron el riesgo de 14 SNVs en 8 genes
previamente reportados con asociacién de riesgo para cardiopatias congénitas en
poblacién del norteste de México: TBX1, TBX20, STX-18-AS1, AXIN1, MTHFR, NKX2.5,
BMP4 y NFATc.

Incluyé 42 sujetos con defectos ventriculares (n=27), atriales (n=9) o del cojinete
endocardico (n=1), y defectos septales y atriales (n=2).

Se encontré significancia estadistica para las variantes rs4720169 de TBX20 (p=0.05) y
rs12921862 de AXIN1 (p<0.001) para defectos septales entre casos y controles.

a) rs4720169 de TBX20 reveld un OR de 1.88 para el alelo Ay un OR de 3.88 para el
homocigoto AA.

b) Variantes rs12921862 de AXIN1 revelaron un OR de 4.15 para el alelo Ay un OR
de 9.23 para el homocigoto AA.12

16



Sandra M. Gonzdlez-Pefia et. Al. en 2021 analizé si la ingesta dietaria materna de acido
félico estd relacionada con el estado de metilacion de los promotores de genes asociados
a CIV (AXIN1, TBX1, TBX20 y MTHFR). Encontré que la ingesta de sumplementos fue
significativamente mayor en las madres de nifios sanos durante el primer trimestre del
embarazo. Diferencias significativas fueron observadas en el estado de metilacién de
MTHFR y AXIN1 entre los casos y controles. Se encontréd correlacion entre la
suplementacidon materna de acido félico y el estado de metilacion en AXIN1 y TBX20
entre casos y controles, encontrandose hipometilacién en AXIN1 e hipermetilacion de
TBX20 con la suplementacion.3?

MTHR es un gen candidato promisorio porque regula la disponibilidad de folato activo al
catalizar la reduccidon de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metilentetrahidrofolato. La
actividad reducida de MTHFR resulta en disminucion de disponibilidad de 5-
metilentetrahidrofolato para la re-metilacion de homocisteina a metionina.3® Muchos
estudios han mostrado la asociacidon entre variantes de MTHFR con incremento del
riesgo de cardiopatias congénitas aisladas, asi como diferencias en los patrones de
metilacion entre las regiones promotores del gen MTHFR en nifios con cardiopatias
congénitas.?*

TBX1 codifica un factor de transcripcién T-box implicado en el sindrome de delecidon
22q11, que afecta el desarrollo de muchos érganos, incluyendo el corazén.3®> Estudios
han reportado mutaciones en el gen TBX1 en familias con historia de cardiopatias
congénitas, y algunas mutaciones han sido relacionadas a anormalidades aisladas como
tetralogia de Fallot, arco adrtico interrumpido, doble salida de ventriculo derecho,
atresia pulmonar y defectos septales ventriculares.?®

TBX20 tiene actividades criticas en el desarrollo del corazén y funcién cardiaca adulta.?’
Mutaciones en la regién codificante han sido asociados con casos esporadicos y
familiares de cardiopatia, incluyendo defectos septales atriales, tetralogia de Fallot y
cardiomiopatia dilatada en adultos.?® Ademas, diferencias en los patrones de metilacién
entre sujetos con cardiopatia dilatada y CIV han sido observadas en la regién promotora
de TBX20.34

AXIN1 es un componente de la via de transduccién de sefial WNT y juega un rol en el
ensamblaje del complejo b-catenina que regula la proliferacion y promueve la
miogénesis u osteogénesis. Estudios recientes han encontrado asociacion entre la
presencia de variantes alélicas en este gen y el riesgo de cardiopatias congénitas.!?
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Dado que existe limitada literatura entre la interaccién genética-epigenética y su
asociacion con cardiopatias congéticas, esta investigacién pretende contribuir en la
determinacién de la naturaleza de su relacién para la produccién de defectos del septo
ventricular y atrial.

d. Justificacidon

Para la mayoria de los infantes diagnosticados de enfermedad cardiaca congénita, no se
puede identificar un gen causante establecido o un agente teratégeno.

El tratamiento de la cardiopatia congénita es principalmente paliativo y contribuyen dos
factores; el primero es que el desarrollo cardiaco ocurre temprano en la embriogénesis
y es complejo, y el segundo, es que los estudios genédmicos han identificado variantes
patogénicas solo en el 10% de los casos.*®

El diagndstico temprano y la prevencion de defectos congénitos ha mejorado alrededor
del mundo, y la tasa de supervivencia ha incrementado, ya que el estudio de los factores
genéticos y ambientales han ganado interés dentro de los investigadores de la salud
publica.?®

Para avanzar en el diagndstico, entendimiento y tratamiento de las cardiopatias
congénitas, los factores criticos extragendmicos para el desarrollo cardiaco necesitan ser
descubiertos.? La metilacién aberrante del DNA se ha observado en muchas cardiopatias
congénitas humanas, incluyendo tetralogia de Fallot, corazén izquierdo hipoplasico,
estenosis valvular adrtica, doble salida del ventriculo derecho y defectos septales
ventriculares.?

La evaluacion y modulacién de la epigenética para el diagndstico y tratamiento de las
cardiopatias congénitas es extremadamente promisorio.’® También es biomarcador
promisorio para el diagnostico prenatal y la estratificacion posnatal de cardiopatias
congénitas.®

Y dado que en estudios previos se han encontrado SNVs de riesgo tan altos como en el
estudio de Hernandez-Almaguer MD, et. Al. (2019), quienes establecieron un OR de 9.23
para el homocigoto AA del SVN rs12921862 del gen AXIN1,'? que a pesar de ser un factor
de riesgo muy alto, no todos los nifios con el genotipo AA tendran cardiopatia, y nifios
con el alelo silvestre CC, aparentemente protector, si tendran cardiopatia. Por lo que se
hipotetiza que existe diferencia del estado de metilacion del promotor génico entre los
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nifios con genotipo AA con cardiopatia y sin cardiopatia; y diferencia del estatus de
metilacion entre los nifios con genotipo silvestre con cardiopatia y sin cardiopatia.

Ya que, al tratarse de una herencia multifactorial, donde influyen genética y ambiente,
un SNV de riesgo de riesgo, que tiene baja penetrancia, no determina al 100% la
presencia de cardiopatia congénita, por lo que ademas de la variante de riesgo, estan
presentes factores ambientales.
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Capitulo IlI.

3. HIPOTESIS

Las variantes de un solo nucleétido asociadas a comunicacion interventricular son
dependientes de su estado de metilacidn.
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Capitulo IV.

4. OBIJETIVOS

1. Determinar las SNVs de riesgo para CIV y CIA en nuestra poblacién.

2. Determinar si existe diferencia entre los patrones de metilacién de los genes
AXIN1, TBX20, TBX1y MTHFR (asociados a CIV y CIA) entre nifios con cardiopatia
y nifos sin cardiopatia.

3. Determinar si existe diferencia entre los patrones de metilacion de nifios con CIV
y CIA con genotipo de riesgo y wild-type.

4. Determinar si existe diferencia entre los patrones de metilacién entre nifios sin
cardiopatia con genotipo de riesgo y wild-type.

5. Comparar si existe diferencia en los patrones de metilacién entre los 4 subgrupos:

cardidpatas con genotipo de riesgo, cardidpatas wild-type, sanos con genotipo
de riesgo y sanos wild-type.
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Capitulo V.
5. MATERIALY METODOS
Diseio:

e Estudio piloto-exploratorio, transversal, observacional, descriptivo, no
experimental y correlacional entre neonatos sanos y neonatos con
cardiopatia congénita: comunicacion interventricular y comunicacién
interauricular.

El protocolo GN11-033 fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacién del Hospital
Universitario “Dr. José E. Gonzdlez” a cargo de la Dra. Laura Elia Martinez Garza y tesista
la Dra. MA Dolores Herndndez Almaguer. Este estudio reclutd pacientes con cardiopatia
congénita de 2010 a 2012 en el mismo hospital y en el Hospital Regional de Alta
Especialidad Materno Infantil, a dichos pacientes se les tom6 muestra sanguinea previo
consentimiento informado para extraccién de DNA y genotipificacién de SNVs de riesgo.
Genes y SNVs estudiados:

TBX1:rs41260844,

TBX20: rs17675131, rs4720169

STX18-AS1:rs16835979, rs6824295, rs870142

AXIN1:rs370681, rs12921862, rs12921862

MTHFR: rs1801133, rs1801131

NKX2.5:rs2277923

BMP4: rs762642

NFATc1: RS754505

Como continuacidén de este estudio, fue aprobado el protocolo GN19-0001 por el Comité
de Etica e investigacién del Hospital Universitario “Dr. José El. Gonzalez”. En el cual
fueron reclutados 46 recién nacidos sanos, hijos de madres sanas, sin antecedente de
cardiopatia congénita en la familia, a los cuales, previo consentimiento informado a los
padres, se les tomd muestra sanguinea para extraccion de DNA.

Posteriormente se realizé determinacidn de metilacidn en los promotores de los genes:
TBX1, AXIN1, TBX20 y MTHFR en los casos y los controles reclutados.
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METODOLOGIA (véase fig. 1):

i.  Seleccionar los casos con CIA y CIV de los 42 casos de cardiopatia congénita no

sindrémica.

ii.  Seleccién al azar de controles, de manera que queden en una relacién 2:1 con los

Casos.

iii.  Genotipificacién de casos y controles (véase tabla 1) de los siguientes 7 SNVs:

a. TBX1:rs41260844
b. TBX20:rs4720169
C. AXIN1:rs370681,rs12921862 y rs12921862
d. MTHFR:rs1801133,rs1801131
Tabla 1. SNVs analizados.
Gen Locus SNV Tipo cardiopatia Funcién Posicién Ref Alt
AXIN1I  16p13.3  rs370681 CIA Proteina Intrénica G T
citopldsmica
rs1805105 Ex6n 2 A G
rs12921862 Intrénica C A
TBX20 7p14.2 rs4720169 CIA Factor de Intrén G A
trancripcion
TBX1 22g11.2 rs41260844 Clv Factor de Rio arriba C T
transcripcion
MTHFR 1p36 rs1801133  CIA, CIVy defecto del Metabolismo de Ex6n 5 G A
cojinete endocardico folato
rs1801131 Exén 8 T G

El DNA se extrajo se muestras de sangre con el Kit cormercial Wizard
Genomic DNA purification kit (Promega, Madison, WI, USA), siguiendo los
procedimientos del fabricante. La calidad y cantidad del DNA también
fueron verificados por espectrofotometria (UV-Vis) con el NanoDropTM
8000 (Thermo Fisher, Wilmington, DE, USA). Un set de SNVs prevalidados
fue usado para rhAmp en el Step One Plus (Thermo Fisher) en 10 uL. La
discriminacion alélica SNV fue realizado usando FAM y YAKIMA.

iv. Determinacion del estado de metilacidon

Ensayos basados en Digestion con Enzimas de restriccion
sensibles a la metilacién
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Se realizaran ensayos basados en la digestidon selectiva del DNA por
endonucleasas de restriccion especificas. La endonucleasa Hpall es capaz
de digerir la secuencia de CCGG, pero solo cuando no esta metilada. En
contraste, la enzima Mspl, que también corta el DNA en los sitios de
CCGG, no se ve afectada por la metilacién del DNA.

El analisis de metilacion de promotores de genes especificos se realiza
utilizando el kit EpiJet DNA Methylation Analysis (Mspl/Hpall)
Brevemente, una muestra de DNA se dividira en tres tubos, cada uno sera
digerido con una endonucleasa diferente que corta de manera
preferencial: (1) DNA metilado; (2) DNA no metilado; y (3) DNA sin digerir.
Ademas se incluiran los controles de DNA metilado y no metilado. Se
incuban las muestras durante una hora a 37°C

PCR especifica de metilacion
La PCR cuantitativa (qQPCR) se utilizara para estimar el nivel de metilacién
de los promotores de los genes MTHFR, TBX1 y TBX20 y AXIN1 con Sybr
Green incluyen cebadores especificos.
La reaccion se llevara a cabo en un volumen final de 20 pL; conteniendo
40 ng de ADN digerido. La qPCR se realizara en el termociclador Step One
Plus (Applied Biosystem). El programa del termociclador sera el siguiente:
desnaturalizacién del DNA mediante incubaciéon a 95°C durante 10 min,
seguidos de 40 ciclos de 95°C durante 15 s, 60°C durante 30 s, 72°C
durante 30 s y una extension final a 72°C durante 2 min.
El andlisis de la metilacidon de los promotores de los genes de interés se
realizara utilizando la siguiente formula:

% of 5-mC =100 / (1 + E)Ct2-Ctl sjct3 -Ct1 24.5

Donde:

Ctl es el ciclo de umbral de la muestra de "ADN no digerido"
Ct2 es el ciclo de umbral de la muestra de "Digerido con Epi Hpall" Ct3 es
el ciclo de umbral de Ila muestra "Digerido con Epi Mspl"
E es el valor de eficiencia de la PCR (%)

gPCR Alelo especifico
Se analizaran variantes genéticas del gen MTHFR mediante PCR en tiempo
real (QPCR). La reaccién de gPCR se realizard con el termociclador Step
One Plus (Thermo Fisher Scientific). Las reacciones de amplificacion se
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V.

Vi.

realizaran utilizando 50 ng de ADN, Master Mix Il universal con UNG 2x
(Applied Biosystems) y 0.5 pL de cada sonda Tagman a 20x. Las
condiciones de reaccidon seran las siguientes: incubacion durante 2
minutos a 50 ° C, seguida de una primera etapa de desnaturalizacion
durante 10 minutos a 95 ° Cy luego 40 ciclos de 15 segundos a 95 °Cy
1,30 minutos a 60 ° C.

El analisis se realizara mediante el Software Step One v2.2.2, y los datos
sin procesar se exportaron en archivos .txt para la interpretacion de los
resultados.

Analisis estadistico:

a. Determinar ORs con intervalo de confianza del 95% de los alelos de riesgo
con el programa stelect statistical services, https://select-
statistics.co.uk/calculators/confidence-interval-calculator-odds-ratio/

b. Comparar los patrones de metilacion de los genes AXIN1, TBX20, TBX1y
MTHFR (asociados a cardiopatia congénita) entre nifios con cardiopatia y
nifios sin cardiopatia para determinar si existe diferencia significativa
(p<0.05). Se determind la distribucion de los datos, encontrandose que el
porcentaje de metilacidn no presenta una distribucion normal, con
significancia <0.05 con prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, que fue
utilizada por tener n<50. Por lo tanto se utilizaron pruebas estadisticas no
paramétricas. Para contrastar grupos de variables numéricas (en escala)
se utilizé prueba no paramétrica de datos independientes: U de Mann-
Whitney.

a. Comparar los patrones de metilacidén entre nifios con cardiopatia con SNV
de riesgo y nifios con cardiopatia sin SNV de riesgo para determinar si
existe diferencia significativa (p<0.05). Utilizdndose prueba estadistica no
paramétrica U de Mann-Whitney

b. Comparar los patrones de metilacidn entre nifios sin cardiopatia con SNV
de riesgo y nifos sin cardiopatia sin SNV de riesgo para determinar si
existe diferencia significativa (p<0.05). Utilizdndose prueba estadistica no
paramétrica U de Mann-Whitney

Mecanismos de confidencialidad: Los datos seran tratados con |Ia
confidencialidad pertinente conforme a lo establecido en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud (SSA, 1988). Asi como
también se tomd como base la la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012,
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Que establece los criterios para la ejecucién de proyectos de investigacion para
la salud en seres humanos (Numerales 5.2, 5.6, 5.10, 6.2, 6.2.1 al 6.2.12) (SSA,
2013). Manteniendo los datos personales, clinicos y los resultados de la
evaluacion como confidenciales, sin comunicar ninguno de ellos a otros
participantes del estudio. Ademas, los resultados obtenidos no se presentaran en
congresos o publicaciones hasta no ser aprobados por las comisiones
correspondientes (Comisién de Etica y Comisién Cientifica), y tengan la previa
autorizacion del jefe administrativo y la direccidn.
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Capitulo VI.
6. RESULTADOS

OBIJETIVO 1. Determinar las SNVs de riesgo en nuestra poblacion.

Se obtuvieron un total de 44 casos y 22 controles. De los casos, 15 tenian CIV y 7, CIA.
Se encontrd que la poblacidn control se encontraba en equilibrio de Hardy Weinberg,
excepto para el SNV rs2720169 de TBX20.

En las tablas 2 y 3 se muestra la genotipificacidon de casos y controles, respectivamente.

Tabla 2. Grupo casos: individuos con genotipo wild-type y de riesgo.

CASOS n=22 AXIN1 TBX20 TBX1 MTHFR

rs370681  rs12921862  rs1805105  rs4720169  rs41260844 51801133 rs1801131
Alelo de riesgo 1 19 12 20 3 17 6
Wild type 11 3 10 2 19 5 16

Tabla 3. Grupo control: individuos con genotipo wild-type y de riesgo.

CONTROLES n=44  AXIN1 TBX20 TBX1 MTHFR
rs370681 rs12921862 rs1805105  rs4720169 rs41260844 51801133 rs1801131
Alelo de riesgo 22 4 28 25 16 34 8
Wild type 22 40 16 19 28 10 36

Las variantes de riesgo encontraradas en nuestra poblacidn fueron los SNVs rs12921862
de AXINI con un OR= 63.3 (p=0.00) y el SNV rs4720169 de TBX20 con un OR= 7.6
(p=0.005) (véase tabla 4).
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Tabla 4. ORs del alelo de riesgo para cardiopatia congénita.

Gen SNV OR (Intervalo de P
Confianza)

AXIN1 rs370681 1 (0.36-2.78) 1.000
rs12921862 63.33 (12.87-311.64) 0.000
rs1805105 0.69 (0.24-1.94) 0.476
TBX20 rs4720169* 7.6 (1.58-36.57) 0.005
TBX1 rs41260844 0.28 (0.07-1.08) 0.055
MTHFR rs1801133 1(0.29-3.39) 1.000
rs1801131 1.69 (0.5-5-67) 0.394

*No se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.
OBIJETIVO 2. Comparacion de patrones de metilacion entre casos y controles.

La comparacidon del estado de metilacion entre casos y controles mostré en los
cardidpatas menor estado de metilacion en los genes AXIN1 (p=0.036) y MTHFR
(p=0.041), (véase tabla 5).

Tabla 5. Comparacion del porcentaje de metilacién entre casos y controles.

Gen %met casos (n=22) %met control (n=44) p
AXIN1 73.81 (DS: £35.60) 96.50 (DS: + 39.8) 0.036
TBX20 4.97 (DS: £7.16) 11.17 (DS: + 21.8) 0.369

TBX1 4.1 (DS: £5.67) 5.71 (DS: £ 10.85) 0.523
MTHFR 4.48 (DS: +4.63) 9.44 (DS: + 37.9) 0.041

Al comparar el estado de metilacién entre cardidpatas con CIV y CIA se encontré que
existe diferencia significativa para la metilacion de los genes AXIN1, TBX20 y TBX1, con
una menor metilacion en cardidpatas con CIV (véase tabla 6).

Tabla 6. Comparacion del porcentaje de metilacion entre CIV y CIA.

Gen %met cotrol (n=44) %met CIV (n=15) %met CIA (n=7) p

AXIN1 96.50 (DS: + 39.8) 57.79 (DS: £29.2) 108.14 (DS: +20.74) 0.001

TBX20 11.17 (DS: + 21.8) 2.23 (DS: +2.17) 10.84 (DS: +11.61) 0.017

TBX1 5.71 (DS: + 10.85) 1.69 (DS: £1.94) 9.56 (DS: £7.47) 0.001
MTHFR 9.44 (DS: + 37.9) 3.43 (DS: +6.30) 6.72 (DS: £6.30) 0.210
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OBIJETIVO 3. Comparacion de patrones de metilacion en casos con genotipo de riesgo

contra casos wild-type.

La comparacién del estado de metilacién en individuos cardidépatas con genotipo de

riesgo contra genotipo wild-type no mostré diferencias significativas (véase tabla 7).

Tabla 7. Grupo casos: comparacion del estado de metilacidn entre genotipo wild-type y

de riesgo.
Gen SNV %met alelo de %met Wild-type p
riesgo

AXIN1 rs370681 71.98 (DS: £35.66 ) 75.64 (DS: £37.19) 0.949
rs12921862* 74.95 (DS: £35.26) 66.58 (DS: £21.52) 0.857
rs1805105 74.09 (DS: +34.78 ) 73.47 (DS: £38.46)  0.821
TBX20 rs4720169 5.23 (DS: +7.99) 2.37 (DS: +0.43) 0.866
TBX1 rs41260844 5.97 (DS: +4.1) 3.88 (DS: £5.97) 0.160
MTHFR rs1801133 4.48 (DS: £5.88) 4.46 (DS: £2.68) 0.858
rs1801131 4.85 (DS: £6.63)  4.34 (DS: +4.90) 0.359

*No se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.

OBIJETIVO 4. Comparar patrones de metilacidn en controles con genotipo de riesgo

contra controles wild-type.

La comparacion del estado de metilacién en individuos sanos con genotipo de riesgo

contra wild-type mostré un mayor estado de metilacion en rs1801131 de MTHFR en
sanos con genotipo de riesgo (p=0.007) (véase tabla 8).

Tabla 8. Grupo control. Comparacién del estado de metilacién entre genotipo wild-type

y de riesgo.

Gen SNV %met alelo de riesgo %met Wild-type P
AXIN1 rs370681 98.19 (DS: £49.09) 94.81 (DS: £28.77) 0.907
rs12921862* 70.26 (DS: £27.03) 101 (DS: +41.64) 0.140
rs1805105 99.015 (DS: +44.78)  92.1 (DS: £29.98) 0.770
TBX20 rs4720169 10.46 (DS: +22.41) 12.10(DS: +21.71) 0.169
TBX1 rs41260844 4.84 (DS: £7.2) 6.20 (DS: £12.53) 0.845
MTHFR rs1801133 10.89 (DS: +43.18) 4.52 (DS: +4.76) 0.196
rs1801131 37.34 (DS: £85.90) 3.245 (DS: +£8.80) 0.007

*No se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.
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OBJETIVO 5. Comparar si existe diferencia en los patrones de metilaciéon entre los 4
subgrupos: cardidpatas con alelos de riesgo, cardidpatas wild-type, sanos con alelos de
riesgo y sanos wild-type.

La comparacion del estado de metilacién entre los 4 subgrupos Unicamente mostré
diferencia significativa para ambos SNVs del gen MTHFR, rs1801131 (p=0.004) y
rs1801133 (p=0.007), con un mayor estado de metilacion en sanos con genotipo de
riesgo (véase tabla 9).

Tabla 9. Comparacion del porcentaje de metilacién entre los subgrupos: casos y
controles con alelos wild-type o de riesgo.

CASOS CONTROLES
Gen SNV %met alelo deriesgo ~ %met Wild-type %met alelo de %met Wild-type P
riesgo

AXIN1 rs370681 71.98 (DS: £35.66 ) 75.64 (DS: #37.19)  98.19 (DS: +49.09) 94.81 (DS: +28.77) 0.651
rs12921862* 74.95 (DS: +35.26) 66.58 (DS: £21.52)  70.26 (DS: £27.03) 101 (DS: +41.64)  0.093
rs1805105 74.09 (DS: +34.78)  73.47 (DS: +38.46)  99.015 (DS: +44.78)  92.1 (DS: +29.98) 0.574
TBX20 rs4720169 5.23 (DS: +7.99) 2.37 (DS: +0.43) 10.46 (DS: £22.41)  12.10(DS: #21.71) 0.354
TBX1 rs41260844 5.97 (DS: +4.1) 3.88 (DS: +5.97) 4.84 (DS: £7.2) 6.20 (DS: £12.53) 0.064
MTHFR rs1801133 4.48 (DS: +5.88) 4.46 (DS: +2.68) 10.89 (DS: +43.18) 4.52 (DS: +4.76)  0.007
rs1801131 4.85 (DS: £6.63) 4.34 (DS: £4.90) 37.34 (DS: £85.90) 3.245 (DS: +8.80) 0.004

*No se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.
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Capitulo VII.
7. DISCUSION

En el presente estudio encontramos que los alelos de riesgo para nuestro poblacidn son
rs12921862 con OR para el alelo A de 63 (AXIN1) y rs4720169 OR para el alelo A de 7.6
(TBX20), sin embargo, para este ultimo la poblaciéon control no se encontraba en
equilibrio de Hardy Weinberg (véase tabla 4), esto es semejante a lo previamente
reportado por Hernandez-Almaguer MD, et. al. (2019).

A pesar de estos altos riesgos relativos encontrados, la presencia de este genotipo de
riesgo en TBX20 y AXIN1 no es determinante en la generacion de cardiopatia congénita,
por lo que se revisaron diferencias en el estado de metilacion que pudieran estar
contribuyendo o previniendo cardiopatias congénitas.

Al comparar el estado de metilacion entre los casos y controles se encontré que existe
menor metilacion estadisticamente significativa en el grupo de cardidpatas para los
genes AXIN1 (p=0.036) y MTHFR (p=0.041). Esto podria sugerir que su hipermetilacién es
un mecanismo protector en la produccién de cardiopatias congénitas (véase tabla 5).
Para el resto de los genes también se aprecia menor metilacion en el grupo de
cardidpatas, sin embargo, esta diferencia observada no fue estadisticamente
significativa.

Se encontrd una menor metilacidn en los sujetos con CIV respecto a los sujetos con CIA.
Esta diferencia fue significativa para los genes AXIN1 (p=0.001), TBX20 (p=0.017) y TBX1
(p=0.001). En MTHFR también se pudo observar menor metilacién en CIV, sin embargo,
esta diferencia no fue estadisticamente significativa, esto se puede deber a la pequeiia
cantidad de sujetos con CIA (n=7), por lo que seria necesario aumentar la poblacién en
futuros estudios para corrobar y confirmar estos hallazgos.

El estado de metilacion en sujetos con CIA fue muy similar al encontrado en los controles.
Esto podria sugerir que la menor metilacion es de riesgo solo para la generacién de CIV
(véase tabla 6).

Es interesante que entre los sujetos cardidpatas se encuentra una hipometilacion
generalizada sin diferencia por genotipo. En cambio, en el grupo control si se observa
diferencia en la metilacién dependiente del genotipo para el gen MTHFR. En los SNVs
rs1801131 y rs1801133 existe mayor metilacidon en controles con genotipo de riesgo.
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Estos hallazgos sugieren que la hipermetilacidn es un factor protector para el desarrollo
de cardiopatias congénitas.

El efecto protector del folato periconcepcional para prevenir defectos del tubo neural es
ampliamente reconocido (Berry, R.J. 1999). En el caso del efecto del consumo de folato
en la prevencidn de cardiopatias congénitas los estudios epidemioldgicos han reportado
diversos resultados. En un metaanalisis del 2015 se concluyd que la suplementacién con
folato se asocia con una disminucion significativa del riesgo de cardiopatias congénitas
(RR=0.72, 95% Cl: 0.63-0.82).%°

En el estudio de Gonzalez-Pefa (2021) se explord la interaccidén entre los nutrientes y la
epigenética involucrada en las cardiopatias congénitas. Se encontrd que la ingesta de
folato era significativamente mayor durante el primer trimestre en las madres de nifios
sanos versus aquellas madres con hijos con cardiopatia congénita.3?

Aunque el mecanismo biolégico subyacente de la relacion entre el consumo de folato y
el riesgo de cardiopatias congénitas aun no esta determinado, se ha hipotetizado que el
metabolismo del folato y/u homocisteina interfiere con el desarrollo del corazén,
posiblemente al afectar a las células de la cresta neural. Sin embargo, el efecto preciso
aun no estd claro.°

Se hipotetiza que la ingesta de folato provee los grupos metilo necesarios para una
correcta expresion génica, permitiendo asi la modulaciéon adecuada de los genes
necesarios para el desarrollo cardiaco y ser asi un factor protector para cardiopatias
congénitas.
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Capitulo VIII.
8. CONCLUSIONES

Los SNVs de riesgo en nuestra poblacidn (rs12921862 y rs4720169, en AXIN1 y TBX20,
respectivamente) son independientes del estado de metilacidon de su promotor para su
asociacion con cardiopatias congénitas.

Al comparar casos con controles se encontré menor metilacion de manera generalizada
en los cardidpatas, independientemente de su genotipo.

En el grupo control se encontré diferencia en la metilacidon dependiente del genotipo,
con mayor metilacion en los controles con alelos de riesgo del gen MTHFR; alelo G en
rs1801131 y alelo A en rs1801133.

La mayor metilacion es un factor protector de cardiopatias congénitas debido al menor

estado de metilacidn generalizada en los cardidépatas comparado con el grupo control y
la mayor metilacién encontrada en sujetos sanos con genotipo de riesgo en MTHFR.
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