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RESUMEN

El Sindrome de Holt-Oram es una enfermedad ultra rara que asocia trastornos durante la embriogénesis del
corazén y miembros superiores debido a alteraciones genéticas. En la mayoria de los casos estas alteraciones
aparecen espontaneamente pero también pueden heredarse. Mayoritariamente son debidas a mutaciones del
gen TBX5 aunque también se han descrito deleciones y duplicaciones de algunos exones del gen, en el contex-
to de un fenotipo compatible. Nuestro estudio consiste en la descripcion de una duplicacion completa, detec-
tada por MLPA o Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, en tres miembros de una misma familia
(abuela, madre e hija) con una expresividad creciente en cada generacion, hasta llegar a una comunicacion
interauricular e hipoplasia de ambos pulgares. Por ello, si tras una exhaustiva exploracion fisica del paciente
sospechamos del sindrome, y este no presenta mutacion alguna, deberemos ampliar buscando deleciones o
duplicaciones del gen. El sindrome de Holt-Oram presenta un patron de herencia autosémico dominante por
lo que tiene implicaciones hereditarias y familiares. Ya que la paciente puede transmitir con un 50% de proba-
bilidad esta alteracion a sus futuros descendientes es necesario dar un adecuado asesoramiento genético.

Palabras clave: sindrome de Holt-Oram, gen TBX5, amplificacion de sondas dependiente de ligandos, autosomica dominante, asesoramien-
to genético

INTRODUCCION secundum (Su W, 2016). Se han descrito anomalias

. . o -, : en el sistema de conduccidn, como la fibrilacidn auri-
La displasia atriodigital, también conocida como

, , cular paroxistica (Guo, 2016), a veces asociada con
sindrome corazon-mano, se refiere a un grupo de

, . trastornos de la frecuencia cardiaca asi como varios
trastornos congénitos que se caracterizan por mal-

formaciones de las extremidades superiores y el co- grados de bloqueo auriculoventricular. Rara vez aso-

, , cia otro tipo de malformaciones, como las orales
razon. El Sindrome de Holt-Oram, en adelante SHO P ! y

(OMIM 142900/ORPHA392), es una de las formas maxilofaciales (Arslanoglu, 2016) entre otras.

mas frecuentes y mejor conocidas de estos sindro-
mes (Zaragoza, 2016). Fue descrito por Mary Clayton
Holt y Samuel Oram en 1960 (Holt-Oram, 1960) y se
caracteriza por una disfuncion del desarrollo embrio-
nario con malformaciones en las extremidades supe-
riores, implicando a huesos radiales, tenares o hipo-
tenares (lwanicka-Pronicka, 2016), junto con un his-
torial familiar de malformacion cardiaca congénita,
principalmente defecto atrial septal de tipo ostium
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El SHO es una enfermedad ultra rara, se estima una
prevalencia de 1 por cada 100.000 nacidos vivos (Ali,
2016), siendo esta similar en la poblacion espariola, y
estd causado por mutaciones en el gen TBX5, locali-
zado en 1966 en el cromosoma 12 (12924.1). El gen
TBXs5 codifica el factor de transcripcion T-boxs
(D'Aurizio 2016) que regula la cardiogénesis, median-
te la expresion de otros genes implicados en el desa-
rrollo cardiaco y de las extremidades durante la em-
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briogénesis. Hasta la fecha se han encontrado pa-
cientes con SHO con casi un centenar de mutaciones
del gen TBX5, la mayoria de los cuales causan un
truncamiento prematuro de la transcripcion primaria
produciendo haploinsuficiencia (Steimle, 2016), una
situacion en la cual la proteina producida por una sola
copia de un gen normal no es suficiente para garanti-
zar una funcion normal.

Se ha de tener en cuenta que la mayoria (90%) de las
alteraciones genéticas que producen cambios en el
gen TBX5 son producidas de novo pero, una vez pro-
ducida la alteracion, el SHO se hereda de forma au-
tosdmica dominante, y tiene una elevada penetran-
cia con una expresividad variable (Barisic, 2014). Mas
del 85% de los individuos diagnosticados clinicamen-
te son portadores de una mutacion TBX5. Sin embar-
go en el resto de casos desconocemos la causa, exis-
tiendo algunas publicaciones que hablan de la dupli-
cacion de algunos exones del TBX5 (Kimura, 2015).

PACIENTES Y METODOS

Se realiza interconsulta desde Cardiologia a la Uni-
dad de Genética Médica de nuestro hospital de una
paciente de 33 anos, con una malformacion cardiaca
conocida y que ha comenzado con trastornos del rit-

IT

D 1. 66 afos

GG afos

probando

III D

34 anos 1. 32 aiios

Iv

1. 9 afos

mo. Se trata de una mujer adulta, operada en la in-
fancia de una comunicacion interauricular tipo seno
venoso, que asocia una hipoplasia de la eminencia
tenar y que, en la actualidad, padece de una fibrila-
cion auricular persistente con PR corto.

Al realizar el genograma (ver figura 1) se evidencia
una posible herencia autosomica dominante de una
malformacion cardiaca congénita. La madre de la
paciente presenta hipertension arterial y se objetiva
una auricula izquierda levemente dilatada, sin otra
patologia asociada. La Unica hermana de la paciente
fallecio de muerte subita a los 27 afos por una car-
diopatia no aclarada y la Unica hija de la paciente, de
9 afios, esta intervenida de una comunicacion inter-
auricular tipo seno venoso también. Valoramos estu-
diar el gen TBX5 entre otros y se cita a la familia a
revision.

Al cabo de un mes recibimos en consulta de Genética
a la paciente, a la madre y a la hija de la primera. La
abuela solo presenta hipertension arterial, no exis-
tiendo en su historial pruebas de imagen de miem-
bros superiores. Sin embargo la nieta presenta am-
bos antebrazos cortos, presentando dificultades para
extender los codos, no asi las mufiecas. Por esta clini-
ca se contacta con el traumatoélogo y se cursa una
interconsulta urgente a Traumatologia Infantil de

I

3. 73 afos
sin hijos

2. 69 anos
3 hijos

Fig. 1. Genograma.

00| Revista Genética Médica News | Vol.o | Num.oo | 2017
revistageneticamedica.com

Martinez-Cafiamero A, et al. 2017.



Figura 2. Hipoplasia bilateral.

nuestro hospital.

Se le plantea estudio genético y, una vez obtenido el
correspondiente consentimiento informado, la meto-
dologia empleada en nuestro laboratorio externo fue
la siguiente:

« Extraccion del ADN utilizando el kit comercial
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen).

« Cuantificacion del ADN obtenido mediante la
visualizacion del mismo en geles de agarosa al
0.8%.

« Analisis de deleciones/duplicaciones de los genes
relacionados con la enfermedad congénita car-
diaca: hibridacion con sondas especificas para
cada uno de los exones que contienen los genes
GATA4, NKX2-5, TBXs5, BMP4 y CRELD1 y poste-
rior amplificacion por PCR de las regiones hibri-
dadas, mediante la técnica MLPA (Multiple Liga-
tion-dependent Probe Amplication), con marcaje
fluorescente y deteccion mediante electroforesis
capilar en condiciones desnaturalizantes en un
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, de los fragmen-
tos ligados y amplificados.

«  Secuenciacion completa del gen TBX5: para la
amplificacion del gen se empled el sistema Va-
riantSEQr de Applied Biosystems utilizando un set
de primers especificos para la amplificacion por
PCR y posterior secuenciacion de las regiones
codificantes y regiones intronicas adyacentes del
gen TBX5. Una vez purificado el producto de PCR
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mediante la enzima exonuclease ExoSAP-IT, éste
fue secuenciado usando el kit comercial BigDye
3.1 de Applied Biosystems y posterior purificacion
de la secuenciacion mediante columnas de purifi-
cacion.

« El proceso de electroforesis capilar se llevo a ca-
bo en un analizador genético ABI 3130 y las se-
cuencias obtenidas fueron analizadas con un
software especifico: SeqScape de Applied Biosys-
tems.

RESULTADOS

La muestra analizada de la paciente mediante MLPA
(Multiple Ligation-dependent Probe Amplication) no
presentaba deleciones ni duplicaciones en ninguno
de los exones de los diferentes genes analizados con
el ensayo de MLPA (GATA4, NKX2-5, BMP4 vy
CRELD1). El cuadro clinico de la paciente no era debi-
do pues a deleciones ni duplicaciones en los cuatro
genes estudiados.

Tampoco el cuadro clinico de la paciente era debido
a la presencia de mutaciones puntuales en ninguno
de los exones codificantes analizados, ni en las regio-
nes intronicas adyacentes estudiadas, para el gen
TBXs5. Sin embargo la muestra analizada si presenta-
ba una duplicacién para todos los exones del gen
TBXs. Este resultado podria ser compatible con el
cuadro clinico de la paciente y posible causa del SHO.

Una vez estudiada a su hija en la Consulta de Trau-
matologia Infantil se evidencia luxacion congénita de
cabeza radial bilateral, mano zamba cubital bilateral
por acortamiento de cubito, e hipoplasia a nivel de
pulgar bilateral pero con eminencia tenar Util (figura
2) que apoyan el diagndstico del SHO atipico tam-
bién en la hija. Es importante resaltar que nos encon-
tramos ante un sindrome de Holt Oram atipico, pues-
to que en este sindrome las manifestaciones esquelé-
ticas son tipicamente radiales y en menor grado y
menos intensas en el lado cubital. En la paciente, co-
mo se ve en las RX hay una angulacion del radio, con
un acortamiento de cubito que recuerda mucho la
deformidad de Madelung, mientras que las anoma-
lias del lado radial es fundamentalmente un acorta-
miento del 1° metacarpiano. Ante estos datos se de-
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cide estudio familiar del TBX5 en abuela y nieta, con
idéntico resultado. No asi el estudio traumatoldgico
al no disponer de imagenes radioldgicas de la madre
de la paciente.

DISCUSION

Las mutaciones en el gen TBX5 son la principal causa
(85%) del sindrome atriodigital descrito por Holt y
Oram. Es un gen que se compone de 10 exones y esta
situado en el brazo largo del cromosoma 12 (12q24.1)
(Nourzad, 2011). El TXB5 es un miembro de una fami-
lia de factores de transcripcion T-box que codifican
los factores de transcripcion implicados en el desa-
rrollo celular embrionario, la regulacién del desarro-
llo de estructuras extraembrionarias, asi como en
muchos aspectos de la organogénesis (Drel3en,
2016). Dentro de la familia T-box la expresion del
TBX5 es muy importante para la iniciacion de la ex-
tremidad superior y el desarrollo del tabique y el sis-
tema eléctrico cardiaco, no existiendo antecedentes
de malformaciones en la extremidad inferior.

Pero la relacion entre las alteraciones del gen TBX5 y
la aparicion del SHO es variable (Sinha, 2015). De
este modo hay estudios que hablan de un tercio de
los pacientes con fenotipo de SHO que asocien di-
chas alteraciones, por lo que el estudio Unicamente
del gen TBX5 en estos casos seria insuficiente. Sin
embargo esta proporcién aumenta significativamen-
te en caso de hacer un diagndstico exhaustivo que
evalue los signos del sindrome, de este modo la con-
sulta de genética se hace casi imprescindible a la ho-
ra de aglutinar todos estos signos en un sindrome
heredofamiliar.

En este caso la variacion en las alteraciones del gen
es amplio siendo, la mayoria de estas, mutaciones
que inhabilitan la funcionalidad de la proteina TBXs.
Se han encontrado pacientes con SHO con mas de 9o
mutaciones del gen TBX5 (Basson, 1999), la mayoria
de los cuales causan un truncamiento prematuro de
la transcripcion TBX5 primaria produciendo haploin-
suficiencia (Steimle, 2016), una situacion en la cual la
proteina producida por una sola copia de un gen nor-
mal no es suficiente para garantizar una funcion nor-
mal. Por otra parte un aumento de la dosificacion del
gen TBX5, tal y como se produciria en una duplica-
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cion del cromosoma 12, de la regidn que contiene el
gen, también daria lugar a anomalias cardiacas
(Hatcher, 2001), por lo que la sobreexpresion de
TBX5 afectaria a la cardiogénesis. Por el contrario
una pérdida de la dosificacion del gen, como por
ejemplo una delecion del cromosoma 12, de la regidn
que contiene el gen, daria lugar a anomalias esquelé-
ticas y cardiacas al provocar una expresion incomple-
ta de la proteina TBX5 (Shamseldin, 2016).

Diversos estudios hablan de deleciones del gen TBX5
en familias con SHO pero sin mutaciones que lo ex-
pliqguen, sin embargo muy pocos estudios hablan de
duplicaciones en este gen. La duplicacion de TBX5 ha
sido identificada en una familia japonesa (Kimura,
2015) y otra britanica (Patel 2012); sin embargo, el
fenotipo de la primera familia fue incompleto y el de
la segunda fue atipico. En nuestro estudio, que abar-
ca una duplicacion de todos los exones, se confirmo
en una persona con el fenotipo del SHO. La madre de
la paciente no presentaba caracteristicas clinicas des-
tacables y la paciente sélo presentaba una cardiopa-
tia congénita intervenida, con una fibrilacion auricu-
lar (Wang, 2016), junto a una pequeiia hipoplasia te-
nar. Es la hija de la paciente la Unica que presenta un
fenotipo clinico caracteristico de SHO, cardiaco
(Naik, 2016) y atipico de miembros superiores, mien-
tras que las tres presentan la duplicacion de todos los
exones del TBX5. Esto nos hace pensar que, ademas
de una variabilidad evidente (Barisic, 2014), también
podriamos sospechar de una sobreexpresion con ca-
da generacion, que deberd ser confirmado. Esta va-
riabilidad intrafamiliar tan amplia, unido al aumento
de los signos en cada generacion, nos lleva a la con-
clusion de que debamos ampliar estudios.

Si el gen TBX5 esta formado por 10 exones no todos
ellos tienen la misma importancia. Mientras que los
exones 3 a 10 son la region codificante del gen los dos
primeros exones no son traducidos. Sin embargo,
para la normal expresividad de dicho gen, todos los
exones son relevantes. Muchos estudios abundan en
la importancia de los exones 1y 2, y su funciona-
miento normal, para la aparicion del sindrome (Patel,
2012) aunque, a priori, no sean traducidos. Creemos
que nuestro estudio es el Unico que habla de una du-
plicacion total del TBX5 que causa un SHO en un
miembro de una familia mientras que, en un familiar
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de primer grado, no existe suficiente informacion. Se
necesitan mas estudios funcionales para establecer
los efectos de la duplicacion y el mecanismo patogeé-
nico pensando, incluso, en la epigenética.

Para avanzar en la comprension de la correlacion fe-
notipo-genotipo entre las mutaciones TBX5 y el SHO
hacemos hincapié en que, ademas de las mutaciones
del gen TBX5 implicadas (Heinritz, 2005), la detec-
cion de duplicaciones debe ser una parte rutinaria del
analisis molecular de los pacientes. De este modo, si
tras una exhaustiva exploracion fisica del paciente
sospechamos de un SHO, y este no presenta muta-
cion alguna, deberemos ampliar estudios mediante
la técnica MLPA, buscando deleciones o duplicacio-
nes del gen.

CONCLUSIONES

El sindrome de Holt-Oram, presenta un patron de
herencia autosomico dominante (Rodagi, 2016). Es-
tos resultados tienen implicaciones hereditarias vy
familiares. Seria recomendable poder estudiar la pre-
sencia o no de esta mutacion en los familiares direc-
tos asi como en los hermanos de la progenitora de la
paciente. Asi mismo es importante resefiar que fal-
tan estudios radioldgicos de imagen a la madre de la
paciente.

Conviene recordar que los descendientes de la pa-
ciente tienen el 5o% de probabilidad de contraer di-
cha alteracion genética. Se ha de tener en cuenta que
la mayoria de las alteraciones genéticas que produ-
cen cambios en el gen TBX5 son producidas de novo
(Dref3en, 2016), por tanto seria normal que los proge-
nitores de la madre de la paciente no hubiesen pre-
sentado esta alteracion. En cualquier caso es impor-
tante realizar un estudio a los tios maternos de la
paciente para descartar segregacion familiar.

Todo esto no excluye que la paciente pueda transmi-
tir con un 50% de probabilidad esta alteracion a sus
futuros descendientes (Rodagi, 2016), por lo que ne-
cesario dar un adecuado asesoramiento genético a la
paciente y a su hija cuando esta alcance su mayoria
de edad o inicio de la edad reproductiva.
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Holt-Oram syndrome is an ultra rare disease that associates disorders during embryogenesis of the heart and
upper limbs due to genetic alterations. In most cases these alterations appear spontaneously but can also be
inherited. Most are due to mutations of the TBX5 gene also deletions and duplications of some exons of the
gene have been described. Our study consists of the description of a complete duplication, detected by MLPA,
in three members of the same family (grandmother, mother and daughter) with increasing expressiveness in
each generation, until atrial septal defect and hypoplasia of both thumbs. Therefore, if after exhaustive physi-
cal examination of the patient we suspect the syndrome, and it does not present any mutation, we should ex-
pand looking for deletions or duplications of the gene. Holt-Oram syndrome has a pattern of autosomal domi-
nant inheritance and therefore has hereditary and familial implications. Since the patient can transmit this al-
teration with a 50% probability to their future offspring, it is necessary to give adequate genetic counseling.

00| Revista Genética Médica News | Vol.o | Num.oo | 2017 Martinez-Caflamero A, et al. 2017.

revistageneticamedica.com



