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RESUMEN 
 

ANTECEDENTES: En México las malformaciones congénitas 

fueron la 2da causa de muerte en 2010, el 22% de las muertes 

infantiles ocurrieron en niños menores de un año y la principal causa 

fueron las cardiopatías congénitas, que aportaron 2, 287 muertes en 

ese año. La conexión anómala total de venas pulmonares (CATVP) es 

la Cardiopatía Congénita (CC) cianótica más  frecuente en la etapa de 

lactantes en el Hospital Infantil de México “Federico Gómez” 

(HIMFG)y a nivel mundial tiene una frecuencia de 1.5% de entre 

todas las CC. En las CC intervienen factores genéticos presentando 

heterogeneidad genética y alélica para el caso de la CATVP no 

sindrómica se han encontrado mutaciones en los genes TAPVR1, 

ANKRD1, ZIC3 y PDGFRA, en todos los casos, restringidas a familias 

individuales, por lo que las causas genéticas no se conocen bien. Los 

estudios de modelos familiares con patrones de herencia mendeliana 

son de gran utilidad para determinar la alteración de un solo gen como 

un indicativo de etiología. En este estudio se presenta una familia con 

antecedente de consanguinidad (tío-sobrina) y dos hijos afectados con 

CATVP (concordantes), para mapeo de autocigosidad, ya que la 

región de ADN genómico que alberga las mutaciones causantes de 

enfermedad segrega con la enfermedad en la genealogía analizada, lo 

cual permitirá identificar genes candidatos asociados al desarrollo de 

la CATVP.  
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JUSTIFICACIÓN: La CATVP se presenta muy frecuentemente en 

nuestro medio y es causa de tratamiento médico y quirúrgico, sin 

embargo, no se conocen las causas genéticas, con la realización de 

este trabajo se podrán encontrar mutaciones asociadas a su desarrollo 

y se propondrá el estudio genético de las familias mexicanas con 

afectados de CATVP, contribuyendo potencialmente a dar un 

asesoramiento genético adecuado para la toma de decisiones sobre su 

descendencia futura y en un largo plazo disminuir la incidencia.  

OBJETIVO GENERAL: Identificar las regiones de homocigosidad 

y el gen o genes candidatos en una familia de pacientes con CATVP 

del HIMFG.  

MATERIAL Y METODOS: Previo consentimiento informado, se 

tomó una muestra de sangre periférica de 5ml al hijo afectado vivo, 

con la que se realizó extracción de ADN genómico. Para el mapeo de 

autocigosidad se optó  por un estudio de microarreglo, y se utilizó un 

chip Affymetrix de 250K Snp y la plataforma de Affymetrix® 

microarray. Los resultados se analizaron con el programa 

Homozygosity Mapper para identificar las regiones homocigotas, 

considerando el parámetro de pérdida de heterocigosidad (LOH por 

sus siglas en inglés) que limita regiones basadas en el número de 

SNPs homocigotos contiguos, la distancia entre los mismos y el índice 

de heterocigosidad. El criterio empleado para determinar el alto grado 

de pérdida de heterocigosidad para primer grado de consanguinidad 
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fue un LOH mínimo de 4 MB en microarreglos de 10K), lo cual 

sugiere que la región es verdaderamente homocigota por descendencia 

y derivada del mismo ancestro en común. 

ANALISIS: Una vez identificada la región, se caracterizó la 

secuencia, con los recursos bioinformáticos Homozygosity Mapper 

gene destiller, UCSC genome browser, Genome, Gene, dbSNP, 

Ensembl, Gene Data Viewer y NCBI Map Viewer. La determinación 

de las funciones de la secuencia y genes contenidos en ella se realizó  

por búsqueda bibliográfica en las bases de datos Pubmed, OMIM, 

Phenotype-genotype integrator (Phe-GenI) y Scielo para poder 

establecer su probable relación con la etiología de la CATVP.    

RESULTADOS: Se encontró una  región homocigota en el 

cromosoma 4q13.1 de 1.635 Kb aproximadamente, que incluye 17 

secuencias codificantes y reguladoras con biotipos diferentes, las 

cuales incluyen un gen codificante (EPHA5), tres pseudogenes 

(RPL6P10, RPS23P3 y LOC728048), un RNA antisentido (EPHA5-

AS1), cuatro RNA largos no codificantes (RP11-807H7.2, RP11-

51P8.1, RP11-25H12.1, RP11-19C24.1), dos pseudogenes de RNA 

pequeños nucleares, un microRNA (miR1269A) y cinco secuencias no 

caracterizadas.   

El gen EPHA5 tiene un gen homólogo EPHB2, el cual ha sido 

asociado con la diferenciación arteria-vena temprana de los vasos 

sanguíneos embrionarios.   
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MARCO TEÓRICO: 
La conexión anómala total de venas pulmonares (CATVP) se 

define como la alteración estructural en que las venas pulmonares no 

tienen una conexión con el atrio izquierdo, condicionando que las 

venas pulmonares se conecten directamente a los sistemas de venas o 

drenen en el atrio derecho. De acuerdo a la clasificación de Darling, la 

CATVP se divide por el sitio de desembocadura de las venas 

pulmonares1 (ver Tabla 1), siendo la variante más frecuente la 

supracardiaca, abarcando aproximadamente el 50% de los casos2, 3 .  

 

Clasificación de Darling  

Tipo I 

Nivel supracardíaco (vena cava superior, cayado de la vena 

ácigos, vena innominada y vena cava superior izquierda 

persistente).  

Tipo II 
Nivel cardíaco (seno coronario o directamente al atrio derecho, 

o ambos). 

Tipo III 
Nivel infracardíaco (vena porta, venas hepáticas, ductus 

venosus, venas gástricas o vena cava inferior) 

Tipo IV Tipo mixto (dos o más de los tres niveles previos) 

Tabla 1. Clasificación  de Darling para Conexión Anómala Total de Venas Pulmonares
1
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La frecuencia reportada de esta patología en series de pacientes 

con cardiopatía congénita (CC) a nivel internacional se encuentra 

entre  1.5% al 3.6%4, con una incidencia aproximada de 2.5 por cada 

100,000 recién nacidos vivos en población no hispana y de 19.8 por 

cada 100,000 nacidos vivos hispanos5, principalmente en varones3. En 

contraste, en nuestro país la CATVP es una de las CC complejas más 

frecuentes, situándose en el segundo lugar en frecuencia, únicamente 

superada por la Tetralogía de Fallot6. La CATVP ocupó el cuarto 

lugar dentro de los procedimientos quirúrgicos para corrección de CC 

realizados en México en el periodo 2011-20126, no obstante,  las 3 

primeras cardiopatías intervenidas corresponden a formas simples de 

CC (comunicación interventricular, persistencia de conducto arterioso 

y fístula sistémico pulmonar). En el Hospital Infantil de México 

“Federico Gómez” se reciben aproximadamente 40 casos nuevos 

anuales, la mayoría de estos son de presentación aislada (68%), con 

predominancia en el sexo masculino(61%), lo cuales concordante con 

la literatura en nuestro país3 . 
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DESARROLLO EMBRIOLÓGICO DE LAS VENAS 

PULMONARES. 

 

El sistema vascular se desarrolla principalmente a partir de las 

células endoteliales derivadas del mesodermo, que se diferencia a 

partir de angioblastos,  mismos que migran y se agregan para formar 

“cordones”, que comienzan a formar vasos de distintos calibres 

mediante la diferenciación de células musculares lisas y pericitos7,  a 

través de la expresión de factores de crecimiento de fibroblastos 

(FGF), integrinas, colágeno, cadherinas vasculares endoteliales y 

factores de crecimiento vascular endotelial, entre otras7. Las venas 

pulmonares comienzan a desarrollarse en la cuarta semana de 

gestación (25-27 días de vida intrauterina), con la formación de una 

evaginación endotelial en la porción dorsal izquierda de la aurícula 

común, que forma la Vena Pulmonar Común (VPC), en la sexta 

semana de gestación la VPC se une al plexo pulmonar. Esta absorción 

genera la división de la vena común en dos ramas (izquierda y 

derecha), que se dividirán para generar 4 ramas alrededor de la 

semana 8 de gestación8.  

Se ha descrito que la CATVP se origina por la falla en el 

desarrollo de la VPC3. Actualmente se consideran tres posibles 

mecanismos para explicar su origen embriológico, basándose en 

estudios patológicos: agenesia, involución y atresia, siendo esta última 

la causa menos frecuente9.  
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BÚSQUEDA DE GENES CANDIDATOS EN PADECIMIENTOS 

CON HERENCIA AUTOSÓMICA RECESIVA. 

Para la búsqueda de genes candidatos en enfermedades con 

herencia mendeliana es importante definir inicialmente el patrón de 

herencia. En familias con uniones consanguíneas y herencia horizontal 

se considera la herencia autosómica recesiva. Para este patrón el  

abordaje actual más aceptado es el análisis de autocigosidad10,11, el 

cual se basa en que dos segmentos cromosómicos provienen de un 

ancestro común y que son regiones de Homocigosidad alta o pérdida 

de heterocigocidad (ROH por sus siglas en inglés). Esto ocurre con 

una alta probabilidad en los hijos de parejas que están estrechamente 

relacionados (consanguinidad)12,13. Se estima que las uniones 

consanguíneas entre familiares en segundo grado, o más cercanas, 

tienen una frecuencia del 10.4% a nivel mundial. La consanguinidad 

aumenta de manera significativa el número y tamaño de ROH  igual o 

mayor a 10Mb, teniendo en una unión entre primos hermanos, un 

riesgo de 1.7 a 2.8% de tener hijos con malformaciones congénitas14. 

El análisis molecular de los ROHo secuencias de ADN que 

comparten los familiares y que sirven para llegar a un locus asociado a 

la enfermedad se ha desarrollado en los últimos años, existiendo 

métodos novedosos que sustituyen al análisis de ligamiento que se 

realizaba en años pasados. Un ejemplo son los microarreglos de 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), los cuales pueden 

detectar ROH a través del genoma y buscar su asociación con la 
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enfermedad,  teniendo ventajas significativas en los casos de 

consanguinidad al no requerir que multiples miembros de la familia 

estén afectadas para su estudio anexar. Para el análisis de ROH existen 

tres plataformas, entre ellas, Copy Number Analyzer for GeneChip 

arrays Version 3.011™, Affymetrix Genotyping Console y 

Homozygosity Mapper, siendo esta última la que posee mayor 

sensibilidad y especificidad en la determinación, ofreciendo 

adicionalmente el poder visualizar gráficamente las regiones 

candidatas en cada uno de los cromosomas anexar 15.  

El análisis de LOH, ha permitido desde el año 2005 la 

identificación exitosa de diversos loci causantes de patologías 

monogénicas en familias consanguinias, entre ellas el síndrome de 

Carpenter, Crisponi, Cutis Laxa, discromatosis universal hereditaria, 

entre otras11. 

Otro método útil para identificar mutaciones causantes de 

enfermedades de origen mendeliano, es el de secuenciación de 

siguiente  generación (NGS por sus siglas en inglés)16. Las principales 

tecnologías asociadas a la NGS son la secuenciación exomas y la 

secuenciación de todo el genoma. La secuenciación del exoma 

identifica aproximadamente 20,000 variantes de un solo nucleótido 

(SNVs por sus siglas en inglés)16. La gran mayoría de los SNVs son 

polimorfismos que se encuentran en la población general. Sin 

embargo, usando las bases de datos (por ejemplo dbSNP), pueden ser 
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excluidas del análisis, aun quedando un gran número de posibles 

variantes para investigar las relacionadas con el origen genético de la 

enfermedad 16.   

La ventaja importante para identificación de genes candidatos 

con los microarreglos de SNPs y la SNG, es la capacidad para obtener 

resultados en un pequeño número de afectados que pueden 

encontrarse en familias nucleares 13 16. Hace tres décadas para lograr 

la identificación de genes responsables de enfermedades mendelianas 

se realizaba un análisis de ligamiento en grandes familias, como es el 

caso de la familia de Utah-Idaho en el que se identificó el gen 

TAPVR1 para CATVP 17. 
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ANTECEDENTES: 
 

Si bien se ha descrito la presencia de CATVP en asociación 

con diferentes síndromes genéticos bien definidos18, en la mayor parte 

de los pacientes se presenta de forma aislada, es decir, la única 

característica clínica es la CC. En estos casos la etiología no se conoce 

con certeza, aunque se ha llegado a asociar con la exposición materna 

a solventes orgánicos18 y además se ha sospechado una etiología 

genética, esto último debido que se han descrito algunas mutaciones 

en genes como TAPVR1, ANKRD1, ZIC3 y PDGFRA que se asocian a 

la presencia de CATVP en familias aisladas19,20,21,22, mostrando 

patrones de herencia autosómica dominante y ligada al cromosoma X, 

con penetrancia incompleta y expresividad variable23 24; también  se 

han descrito dos casos con alteraciones cromosómicas y CATVP, uno 

de ellos con una translocación 10;21 t(10;21)(q23.1;q11.2)25 20, y el 

otro con un anillo 12p26. 

La herencia autosómica recesiva de la CATVP se ha propuesto 

debido a la presencia de la CC en familias en las que solo hay 

afectados en hermandades, con antecedentes de consanguinidad27, sin 

embargo, hasta el momento no ha sido descrito un gen que se asocie a 

la misma 24 28. 
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GENES ASOCIADOS A LA CATVP: 

 

TAPVR1. (Total Anomalous Pulmonary Venous Return 1) 

 Descrito en 1994, se identificó mediante análisis de ligamiento 

en  una familia con 14 afectados con CATVP aislada (familia Utah-

Idaho)24. El gen está localizado en 4q1222,17, en las coordenadas 

genómicas 4:51,800,000-58,500,000, en el genoma de referencia 

GRChg38, y cuenta con una forma de herencia autosómica dominante 

y penetrancia del 40%. TAPVR1, se ha caracterizado por presentar un 

efecto fundador, que se demostró debido a que tanto la familia Utah-

Idaho descrita originalmente, como las demás familias identificadas 

en el área de forma posterior por Ward, et al., contaban con una 

ancestría rastreable a Escocia19.   

 

ANKRD1 (Ankyrin Repeat Domain-Containing Protein 1) 

Este gen, pertenece a una familia génica altamente conservada 

conocida como proteínas de repetición de ankirina muscular (MARP 

por sus siglas en inglés), se localiza en la región 10q23.31, se expresa 

en el endotelio de los vasos sanguíneos, siendo un participante crucial 

para la génesis arterial29. Clínicamente se ha asociado con CATVP y 

ateroesclerosis aórtica e iliaca, con una forma de herencia autosómica 

dominante30. En el año 2008 se determinó que un paciente reportado 
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previamente con CATVP aislada y una translocación  10;21 

t(10;21)(q23.1;q11.2), presentaba pérdida de función de este gen 20, 25. 

 

PDGFRA  (Platelet-Derived Growth Factor Receptor, Alpha). 

Gen localizado en 4q12, en las coordenadas génicas 

4:54,229,096-54,298,244, codifica para un receptor de factor de 

crecimiento derivado de plaquetas alfa, que requiere de la activación 

del gen PAX1, y se asocia generalmente a cáncer de células estromales 

y a la creación de diferentes proteínas de fusión como lo es la forma 

atípica de la proteína BCR/ABL en la leucemia mieloide crónica31. 

Mediante modelos animales de pollo y ratón, se observó la asociación 

de este gen a CATVP ya que mutaciones con pérdida de función 

generaban la CC. Utilizando estos modelos se determinó una herencia 

autosómica dominante, expresividad variable y una penetrancia del  

7%22. 

 

ZIC3 (Zinc Finger Protein of Cerebellum 3) 

El gen ZIC3 se localiza en Xq26.3, codifica para un factor de 

transcripción tipo dedo de zinc y contribuye a establecer la lateralidad 

corporal32. ZIC3 presenta una herencia ligada al cromosoma X y se ha 

asociado con una expresividad variable importante y ha sido 

identificado en CC complejas aisladas (Transposición de grandes 

arterias y CATVP) y en formas sindrómicas como asociación 

VACTERL y situs inversus ligado al cromosoma X21  
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CASO FAMILIAR: 
En diciembre del año 2014 se ingresó al servicio de cardiología 

del Hospital Infantil de México “Federico Gómez” a un paciente de un 

año de edad con diagnóstico de CATVP a vena superior (caso índice) 

(Figura 1, Individuo V-4). Por sus antecedentes familiares se reportó 

un hermano mayor de 3 años fallecido que es concordante para la 

cardiopatía (Figura 1, individuo V-5) y el sitio de conexión. En un 

interrogatorio posterior se encontró consanguinidad de los padres (tío-

sobrina) (Figura 1, Individuos IV-1 y III-3). El antecedente de 

consanguinidad y la herencia horizontal observada en la genealogía 

sugiere una herencia autosómica recesiva (ver ¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.). Por lo anterior, la 

identificación de los genes candidatos en la familia permitiría una 

búsqueda dirigida de mutaciones en otros  pacientes con CATVP 

aislada en nuestra población, ya que es común que en familias con un 

solo afectado la herencia autosómica recesiva se confunda con 

presentación esporádica de la patología.  
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Figura 1. Genealogía de la familia con CATVP. Se observa una unión consanguínea entre los progenitores (individuos III, 3 y IV, 1) y dos 
hijos afectados con CATVP (V, 4; V, 5). 
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JUSTIFICACIÓN. 
En México las malformaciones congénitas fueron la segunda 

causa de muerte en 2010, el 22% de las muertes infantiles ocurrieron 

en niños menores de un año. Dentro de esta categoría,  la principal 

causa son las cardiopatías congénitas, que aportaron 2, 287 muertes en 

el mismo año.  La CATVP se presenta muy frecuentemente en nuestro 

medio y es causa de tratamiento médico y quirúrgico. Sin embargo, no 

se conocen aún las causas genéticas. Al encontrar mutaciones 

asociadas a su desarrollo, podremos proponer el estudio genético de 

las familias mexicanas con afectados de CATVP y proporcionarles 

asesoramiento genético para la toma de decisiones sobre su 

descendencia futura y a largo plazo disminuir la incidencia o favorecer 

un diagnóstico temprano en aquellas familias con alto riesgo.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
 

La evaluación de los pacientes con CATVP debe contemplar el 

estudio familiar con el fin de determinar los riesgos de recurrencia que 

pueden seguir patrones de herencia mendeliana.  La herencia 

autosómica recesiva observada en la familia con CATVP, propone la 

alteración de un gen causante de la enfermedad. 

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 
 

¿Existirán secuencias provenientes de un ancestro en común 

que segreguen con la enfermedad y que estén relacionadas con la 

CATVP en los afectados? 

 

OBJETIVO GENERAL. 
 

Identificar las regiones de homocigosidad y genes candidatos 

en una familia de pacientes con CATVP del HIMFG.  
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MATERIAL Y MÉTODOS:  
 

TIPO DE ESTUDIO: transversal descriptivo. 

Previo a la realización del estudio, el proyecto se sometió a 

aprobación por parte de los Comités de Investigación, Ética y 

Bioseguridad del Hospital Infantil de México “Federico Gómez” 

(Anexo 1).  

Previa firma de consentimiento informado por parte de ambos 

padres (Anexo 2) se realizó punción venosa del caso índice (individuo 

V; 5 de la genealogía), y se obtuvieron 3 ml de sangre periférica en un 

tubo con anticoagulante EDTA para extracción del ADN. 

Adicionalmente, se volvió a realizar la historia clínica, descartando 

exposición a organofosforados durante la gestación y se confirmó la  

genealogía (ver ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.).  

Para la extracción de ADN genómico se utilizó el kit 

Quiagen® y el equipo automatizado Quiasinphony, distribuido por la 

misma compañía y que está disponible en el Laboratorio de 

Cardiopatías Congénitas de este hospital. El ADN obtenido se purificó  

utilizando el siguiente protocolo: 
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PURIFICACIÓN DE ADN: 

Se colocaron 4 μg de ADN genómico en un volumen total de 

20 μl. Se añadió 1 μl de glucógeno a 10 mg/ml, 5 μl NaCl 1 M y 40 μl 

de etanol al 100%. El ADN se precipitó 30 min a -20°C, y se 

centrifugó 20 min a 13,000 rpm a 4°C. El botón de ADN se secó y 

resuspendió en buffer TE (Tris pH 8.0 10 mM, EDTA 0.1 mM). 

Posterior a este proceso se cuantifico el ADN en 65.5 ng/µl y 

se estimócon una pureza por relación 260/280 con un cociente de 

1.16/2.28.  

El ADN obtenido se mantuvo almacenado hasta su 

procesamiento en un ultra-congelador a -70C. 

MAPEO DE AUTOCIGOSIDAD: 

Se realizó en el Instituto de Oftalmología F.A.P. Conde de 

Valenciana con la plataforma de Affymetrix® microarray, 

utilizándose un chip de microarreglos tipo Affymetrix 250k Snp®, 

siguiendo el protocolo establecido:  

1.  Dilución del ADN  

a) La muestra se diluyó hasta obtener una concentración de 60 

ng/µl, con volumen final de 15 µl.  
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2. Digestión STY (PRE-PCR): 

a) En una campana de flujo laminar, se diluyó el ADN genómico 

obtenido en el paso 1 con Buffer TE, para obtener una concentración 

de 250 ng en un volumen final de 5 µl., añadiendo las siguientes 

cantidades: 

ADN GENÓMICO 3.81 µL 

BUFFER TE 1.19 µL 

VOLUMEN FINAL 5 µL 

 

3.  Preparación del Nsp master mix digestión (Affymetrix®). 

a) Realizado en la campana de flujo laminar y manteniendo la 

mezcla en hielo, se mezclaron los siguientes componentes, incluidos 

en el Kit del proveedor, para 2 tubos de PCR: 

Nsp master mix digestión (2 muestras) µL 

H2O 26.57 

10X Nsp buffer (NE Buffer 2) 4.6 

BSA (100X) 0.46 

Nsp I (10 U/µL) 2.3 

Total 33.93 
 

*Nota: En todos los casos se prepara un excedente del Master Mix para evitar 
errores de pipeteo de acuerdo con el protocolo establecido por el Laboratorio de 
Genética del Instituto de Oftalmología F.A.P. Conde de Valenciana. 
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b) Bajo las mismas condiciones de temperatura y en campana de 

flujo se colocaron 14.75 µl  de la mezcla del NSP master mix en dos 

tubos para PCR y se agregó en uno de ellos 5 µl del ADN obtenido en 

el paso 2, etiquetándose como Muestra 1. En el segundo tubo se 

agregaron 5 µl de ADN control (incluido en el kit del microarreglo), 

etiquetándose como Control. En ambos tubos se obtuvo un volumen 

final de 19.75 µl. 

c) La mezcla anterior se mezcló vigorosamente por 3 segundos y 

se centrifugó por 30 más previo a la colocación en el termociclador 

para su digestión. 

d) Se colocaron ambos tubos (obtenidos en el paso 3), en un 

termociclador, asegurándose de que se encuentre en la temperatura de 

iniciación. Se programó con las siguientes condiciones: 

TEMPERATURA TIEMPO (minutos) 

37°C 120 

65°C 20 

4°C Indefinido 

 

e) Se congelaron ambas muestras a -20°C para continuar con el 

proceso de ligación al día siguiente.  

4.  Ligación Nsp (Affymetrix®):  

Se realizó en campana de flujo laminar y hielo.  



 

 
27 

a) Se preparó una mezcla para dos muestras, con los siguientes 

componentes: 

Nsp ligation master mix (2 MUESTRAS) µl 

T4 Ligase Buffer (10x) 5.75 

Adaptor Nsp I (50µl) 1.73 

T4 ADN Ligase (400 U/µl) 4.6 

Volumen final 12.08 
 

*Nota: En todos los casos se prepara un excedente del Master Mix para evitar sesgos 
de acuerdo con el protocolo establecido por el Laboratorio de Genética del Instituto 
de Oftalmología F.A.P. Conde de Valenciana. 

b) Posterior a esto se agregaron 5.25 µl de Nsp ligation master 

mix a cada uno de los 2 tubos digeridos (paso 3), para obtener un 

volumen final de 25 µl. 

c)  La mezcla anterior se mezcló vigorosamente por 3 segundos y 

se centrifugo por 30 más previo a la colocación en el termociclador 

para su ligación. 

d) Se colocaron ambos tubos en un termociclador, mismo que se 

programó con las siguientes condiciones, asegurándonos de que se 

encontraba a temperatura de iniciación: 

TEMPERATURA TIEMPO (minutos) 

16°C 180 

70°C 20 

4°C Indefinido 
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e) Se diluyó el ADN ligado con Sty y Nsp con 75 µl de H2O, 

para un volumen final de 100 µl. 

5. Nsp PCR (Affymetrix®): 

a) En campana de flujo laminar y manteniendo los componentes 

en hielo, se preparó el Nsp PCR Master Mix por triplicado para cada 

muestra (6 tubos) con las siguientes condiciones: 

Nsp PCR Master Mix (6 muestras) µl 

H2O 363.4 

Titanium Taq PCR Buffer (10x) 92.0 

G-C Melt (5M) 184.0 

dNTP (2.5 mM) 128.8 

PCR Primer 002 (100 mM) 41.4 

Titanum Taq ADN Polymerase 

(50X) 

18.4 

Total 828.0 
 

*Nota: En todos los casos se prepara un excedente del Master Mix para evitar 
errores de pipeteo de acuerdo con el protocolo establecido por el Laboratorio de 
Genética del Instituto de Oftalmología F.A.P. Conde de Valenciana. 

b) Se transfirieron 10 µl del producto ligado (paso 4) de la 

Muestra 1 a cada uno de los tres tubos y 10 µl del producto ligado 

(paso 4) del Control a cada uno de los tres tubos. 

c) Se agregaron 90 µl del Nsp PCR Master Mix a cada uno de los 

tubos, para un volumen final de 100 µl. 
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d) La mezcla anterior se mezcló vigorosamente por 3 segundos y 

se centrifugó por 30 más previo a la colocación en el termociclador 

para su amplificación, utilizando el sistema de PCR 9700 (bloque de 

oro platinado), con el siguiente programa: 

PCR Program for GenAmp™ PCR System 9700 (volumen 100µL) 

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS 

94⁰C 3 min 1x 

94⁰C 30 seg 

30 x 
60⁰C 45 seg 

68⁰C 15 seg 

68⁰C 7 min 

4⁰C ∞ 1x 

*min= minutos; seg= segundos. 

e) Se preparó un gel de agarosa al 2% y se cargó el producto de 

PCR, un tubo de la muestra y uno de control con 3 µL de buffer de 

carga, así como marcador de peso molecular, esperando fragmentos de 

200 a 1100 pb para considerar una PCR adecuada. En ambos casos se 

determinó un peso molecular de 800 pb, por lo que se consideró al 

producto apto para continuar con el proceso. 

6. Purificación y cuantificación del producto de PCR. 

a) Se homogenizaron los productos de PCR restantes (2 tubos de 

la muestra y 2 tubos de control). 

b) Se transfirió el contenido de ambos tubos a uno solo para así 

obtener 2 tubos de PCR finales (un control y uno de muestra con 

volumen final de 200 µl). 
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c) Se agregaron 12 µl de EDTA 0.5 M en cada tubo de PCR, y se 

mezcló con pipeta 10 veces. 

d) Se dejaron incubar ambos tubos a temperatura ambiente 

durante 10 minutos, para asegurarse de obtener un producto 

transparente. 

e) Se preparó el Master Mix de Purificación para 2 tubos con los 

siguientes componentes:  

Master Mix de Purificación µl 

NH4OAC (7.5 M) 460.0 µL 

Isopropanol 1610.0 µL 

TOTAL 2070.0 µL 
 

*Nota: En todos los casos se prepara un excedente del Master Mix para evitar 
errores de pipeteo de acuerdo con el protocolo establecido por el Laboratorio de 
Genética del Instituto de Oftalmología F.A.P. Conde de Valenciana. 

 

f) Se transfirieron 900 µl del Master Mix de Purificación a cada 

tubo con el producto de PCR, homogenizando con pipeta 5 veces. 

g) Se incubaron ambos tubos a temperatura ambiente por 30 

minutos, y posteriormente se centrifugó a 2,250 RFC (g), a 4⁰C por 30 

minutos. 

h)  Se decantó el sobrenadante por inversión sin disgregar el 

botón. 
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i) Para garantizar el secado, se dejaron escurrir los tubos hacia 

abajo por 2 minutos. 

j) Se realizó el primer lavado, adicionando 1.6 ml de etanol al 

75% sobre el botón de cada tubo sin disgregar el botón. 

k) Centrifugamos a 2,250 RCF (g) por 5 minutos a 4⁰C. 

l) Se decantó el sobrenadante por inversión sin disgregar el botón 

y nuevamente se permitió escurrir mecánicamente por 2 minutos. 

m) Se realizó el segundo lavado, adicionando 1.6 ml de etanol al 

75% sobre el botón de cada tubo sin disgregar el botón. 

n) Centrifugamos a 2,250 RCF (g) por 5 minutos a 4⁰C. 

o) Se decantó el sobrenadante por inversión sin disgregar el botón 

y nuevamente se permitió escurrir mecánicamente por 2 minutos. 

p) Una vez comprobado que el tubo se encontraba seco, se 

procedió a colocar los tubos en el termoblock 2 minutos a 37⁰C. 

q) Se disolvió el botón adicionando 55 µl de buffer de elución 

(Quiagen EB). 

r) Se agitó en el termoblock a 25⁰C y 500 rpm, por un lapso de 

30 minutos (se verificó que el botón se hubiera disuelto 

completamente). 
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s) Se diluyeron 2 µL del producto de PCR en 198 µL de H2O, 

obteniendo un volumen final de 200 µl. 

t) Se cuantificó el producto purificado y se calcularon las 

diluciones con buffer EB, para obtener 90 ng de producto purificado 

en 45 µl, obteniendo los siguientes cálculos: 

Muestra Concentració
n de ADN 

Relación 
260/280 

Volumen 
del ADN 

purificado  

Volumen 
de Buffer 

EB 

Volumen 
de 

reacción 
total  

Muestra 
1 

3357.8ng/l 1.99/2.27 26.8 µl 18.2 µl 45 µl 

Control 3572.0 ng/l 1.99/2.29 25.2 µl 19.8 µl 
 

45 µl 
 

 

u) Se congelaron ambas muestras a -20°C para continuar con su 

fragmentación posteriormente. 

7.  Fragmentación. 

a) En hielo y en el laboratorio principal, se mezcló el buffer de 

fragmentación y el agua 10 minutos antes de la  preparación del  

Master Mix de fragmentación (Affymetrix®), mismo para el que se 

utilizaron los siguientes elementos: 
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Master Mix de Fragmentación  Volumen 

H2O 77.4 µl 

10X FRAGMENTATION BUFFER 9 µl 

FRAGMENTATION REAGENT 3.6 µl 

TOTAL 90 µL 
 

*Nota: En todos los casos se prepara un excedente del Master Mix para evitar 
errores de pipeteo de acuerdo con el protocolo establecido por el Laboratorio de 
Genética del Instituto de Oftalmología F.A.P. Conde de Valenciana. 

 

b) Se agregaron a los productos purificados de PCR (paso 6), 5 µl 

de buffer de fragmentación 10X. 

c) Se adicionaron 5 µl de Master Mix de Fragmentación a los 

mismos tubos, obteniendo un volumen final de 55 µl. 

d) Ambos tubos se mezclaron vigorosamente por 3 segundos y se 

centrifugó por 30 más previo a la colocación en el termociclador para 

su fragmentación. 

e) Las muestras se colocaron en el termociclador utilizando el 

programa de fragmentación bajo las siguientes condiciones, 

asegurándose de que esté a temperatura de iniciación previo a la 

colocación de las muestras: 
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Fragment Thermal Cycler Program 

TEMPERATURA TIEMPO (minutos) 

37⁰C 35 

95⁰C 15 

4⁰C ∞ 

 

f) Se preparó un gel de agarosa al 4%, donde se colocaron 1.5 µl 

de los productos fragmentados de la muestra y del control, cada una 

con 4 µl de Buffer de carga, considerándose de buena calidad cuando 

se obtuvieran fragmentos con longitud menor a 180 pb. En ambos 

casos se obtuvieron fragmentos con buena calidad con un longitud de 

80 y 90 pares de bases respectivamente. 

8.  Marcaje. 

a) Se realizó en el laboratorio principal manteniendo todos los 

componentes en hielo e inmediatamente después de la fragmentación 

para evitar la degradación del producto. 

b) Se preparó el Master Mix de Marcaje (Affymetrix®), en hielo, 

únicamente para la Muestra 1 utilizando los siguientes componentes: 

Master Mix de Marcaje Volumen 

TdT Buffer (5x) 14 µl 

ADN Labeling Reagent (30 mM) 2 µl 

TdT enzime(30U/µL)  3.5 µl 

TOTAL 19.5 µl 
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*Nota: En todos los casos se prepara un excedente del Master Mix para evitar 
errores de pipeteo de acuerdo con el protocolo establecido por el Laboratorio de 
Genética del Instituto de Oftalmología F.A.P. Conde de Valenciana. 

c) Se colocaron los 53.5 µl restantes del producto fragmentado en 

un tubo de PCR. 

d) Se agregaron los 19.5 µl del master mix de marcaje al tubo, 

para obtener un volumen final de 75 µl. 

e) La muestra se mezcló vigorosamente por 3 segundos y se 

centrifugó por 30 más previo a la colocación en el termociclador para 

su marcaje. 

f)  Se colocó la muestra en el termociclador con el siguiente 

programa: 

LABEL PROGRAM 

TEMPERATURA TIEMPO 

37⁰C 4 horas 

95⁰C 15 min. 

4⁰C ∞ 

 

g) Centrifugar 1 minuto a temperatura ambiente. 

h) Se almacenó a -20⁰C durante la noche. 

9.  Hibridación. 

a)  Se realizó en el laboratorio principal. 
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b) Se precalentó el horno a 50⁰C  y se programó el mismo para 

oscilar a 60 RPM 1 hora previa a introducir la muestra. 

c) Se colocó el chip a temperatura ambiente y se etiquetó 30 

minutos antes de su uso. 

d) Se preparó el Master Mix de Hibridación (Affymetrix®), en 

hielo, utilizando los siguientes componentes: 

 

Master Mix de Hibridación Volumen 

MES (12X;1.25 M) 12 µl 

Denhardt´s Solution (50X) 13 µl 

EDTA (0.5 M) 3 µl 

H Sperm ADN(10 mg/ml) 3 µl 

Oligo Control Reagent 2 µl 

Human Cot-1 ADN (1 mg/ml) 3 µl 

Tween-20 (3%) 1 µl 

DMSO (100%) 13 µl 

TMACL (5M) 140 µl 

TOTAL 190 µl 
 

*Nota: En todos los casos se prepara un excedente del Master Mix para evitar 
errores de pipeteo de acuerdo con el protocolo establecido por el Laboratorio de 
Genética del Instituto de Oftalmología F.A.P. Conde de Valenciana. 

e) Se transfirió la reacción marcada (75 µl) a un tubo de 1.5 ml. 

f) Se adicionaron los 190 µl  de Master Mix de Hibridación a la 

muestra marcada, para un volumen total de 265 µl. 
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g)  La reacción se mezcló vigorosamente por 3 segundos y se 

centrifugó por 30 segundos más. 

h)  Se desnaturalizó la reacción colocándola en el termociclador 

con las siguientes condiciones: 

 

TEMPERATURA TIEMPO 

95⁰C 10 min 

49⁰C 30 segundos 

 

i) Se homogenizó la muestra mediante pipeteo rápido. 

j) Se colocaron 200 µl de la muestra en el chip. 

k) Se realizó hibridación a 50⁰C durante 18 horas a 60 rpm. 

l) Después de la hibridación se recuperó la muestra y se colocó a 

-80⁰C para trabajar con ella al día siguiente. 

10. Lavado de chip. 

a) Se realizó en el laboratorio de microarreglos. 

b) Se preparó la estación de fluidos con Buffers de lavado Wash 

Buffer A, B de Quiagen™ y agua, realizando la siguiente mezcla con 

los reactivos proporcionados por el proveedor para un litro de 

solución: 
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Wash Buffer A Volumen 

H2O 699 ml 

Tween-20 (10%) 1 ml 

20 X SSP 300 ml 

Wash Buffer B Volumen 

H2O 969 ml 

Tween-20 (10%) 1 ml 

20X SSP 30 ml 

 

c) Se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml los siguientes 

componentes: 

Mezcla Buffer Array Holding Volumen 

SAPE Ambar 600 µL 

Anticuerpos anti-Biotina 600 µL 

Buffer Array Holding 1000 µL 

    

d) Se recuperó la muestra del chip y se almacenó la misma a -

80⁰C. 

e)  Se llenó el chip con 270 µl de la mezcla Buffer Array Holding 

(Affymetrix®) (paso 10c). 

f)  Se inició el lavado del chip con el protocolo Genome 

WideSNP6_450. 

g)  Al concluir el lavado se comprobó que no había burbujas 

dentro del chip. 
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e)  Posterior al lavado se realizó el escaneo del chip en la 

plataforma designada de Affymetrix® utilizando el programa 

Mapping250K_Nsp Cell para marcar las regiones homocigotas. 

f) Una vez escaneado el microarreglo se verificó el índice 

“intensity QC”,  con un valor de 90.8 (se considera un estudio 

confiable con un QC de 80 o más). 
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ANÁLISIS DEL MICROARREGLO 
 

Para el análisis se utilizó el programa Homozygosity 

Mapper™, mismo que determina el parámetro de pérdida de 

heterocigosidad (LOH por sus siglas en inglés). Considerando el 

antecedente de consanguinidad el software permite la identificación de 

segmentos cromosómicos que potencialmente contienen mutaciones 

patológicas en estado homoalélico15 al delimitar regiones de LOH 

basándose en el número de SNP’s homocigotos contiguos, la distancia 

entre los mismos así como su índice de heterocigosidad 13, con una 

probabilidad de error del 2% al contar con solo un paciente afectado 

proveniente de una familia consanguiniad11.  

 Cuando la calificación de LOH es alta, se considera 

fuertemente la posibilidad de que la región es verdaderamente 

homocigota por descendencia y derivada del mismo ancestro en 

común. Para primer grado de consanguinidad se considera que el LOH 

requerido es una secuencia homocigota de un tamaño mayor a 4 MB 

en 10 microarreglos13.  

Para la utilización del software se introdujeron los resultados 

del microarreglo en un formato de texto “.txt” y se establecieron los 

parámetros del análisis, en base a las características de nuestro caso 

familiar (Tabla 2). 
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En el presente estudio se analizaron 250,000 regiones a lo 

largo de todo el genoma (Mapping 250K), por lo que se requirió 

configurar el tipo de análisis en el programa para identificar las 

variantes humanas que coincidieran con mutaciones patológicas 

homoalélicas (ver Tabla 2). 

Si bien la probabilidad de error por heterogeneidad genética en 

enfermedades poligénicas y multifactoriales es una posibilidad, en 

este análisis se pudo descartar al encontrar solo una región con LOH 

alta 11 

Debido a que se sospechaba una herencia autosómica recesiva, 

se realizó la medición  de LOH en cada cromosoma (ver Figura 3),   

 

Tabla 2. Variables de análisis en el programa 
Homozygosity Mapper™ 

Tipo de genoma Humano 

Tipo de análisis Mapping 250KNSP 

Variables Motif 

Caso Sample 01 

Regiones 
Analizar homocigotas 
por cromosoma. 

Análisis de genes Todos los fenotipos 

Genoma de referencia  GRChg38  
Tabla 2. Variables de análisis de LOH en el programa Homozygosity Mapper™ 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 El análisis mediante la plataforma Homozygosity Mapper, 

mostró una región única que cumplía con la condición de LOH mayor 

a 4 MB (8 MB en este caso), localizada en 4q13.1 (Figura 2),  entre 

los SNPs rs12644315 y rs10017714 (Figura 3).  

Para poder determinar la secuencia contenida en la región fue 

necesario tomar las coordenadas génicas de los SNPs y comparar su 

localización con el genoma de referencia más actualizado disponible 

en las bases de datos: GRChg38. 

Las coordenadas genómicas de los SNPs fueron mapeadas en  

4:65,555,100 y 4:67,190,300, de acuerdo con el genoma de referencia 

GRChg38. Utilizando recursos bioinformáticos Homozygosity 

mapper, Ensembl, GenBank, Genome y UCSC Genome Browser. La 

región presentó un tamaño de 1,635,200pb. 
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Figura 2. Análisis de pérdida de heterocigosidad por cromosomas. Se aprecia en rojo una región con LOH alto en el cromosoma 4. 
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Figura 3. Análisis de LOH en el cromosoma 4. Se aprecia una región homocigota de 1.5 MB en 4q13.1. 
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La secuencia contenida entre ambos SNPs se caracterizó 

utilizando las bases de datos Homozygosity Mapper Gene Destiller, 

UCSC Genome Browser, Genome, Gene, dbSNP y NCBI Map 

Viewer, lo cual permitió determinar un total de aproximadamente  175 

SNPs y 17 secuencias codificantes y reguladoras contenidas en la 

región (ver Figura 4 y Tabla 3). 

 

 

 

Figura 4. Caracterización de la secuencia en la región 4q13.1. Se aprecia el locus y los SNPs 
contenidos en ella, mostrando todos un LOH alto 

33,34
.  
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TABLA 3. Características de las secuencias contenidas en la región 4q13.1, respecto al 
genoma de referencia GRChg38.  

 

SECUENCIA BIOTIPO COORDENADAS 
GENÓMCAS 

LONGITUD  
(PB) 

EPHA5 
EPH receptor A5 

Gen 
65,319,563-
65,670,838 

351,276 

RPL6P10 
Ribosomal proteinL6 

pseudogene 10 
Pseudogen 

65,573440- 
65574362 

923 

EPHA5-AS1 
EPHA5 antisense RNA 1 

RNA 
antisentido 

65,669,961-
65,693,386 

23,426 

RP11-807H7.2 lincRNA 
65,702,202-
65,705,553 

3352 

LOC105377258 
No 

caracterizado 
65,780,638-
65,784,672 

4,035 

RNU2-40P 
RNA, U2 small nuclear 

40, pseudogene 
snRNA 

65,807,240-
65,807,435 

196 

RP11-51P8.1 lincRNA 
65,858,761-
65,860,204 

1,444 

LOC105377259 
No 

caracterizado 
65,868,476-
65,886,184 

17,709 

LOC105377260 
No 

caracterizado 
65,944,939-
65,948,261 

3,323 

LOC105377261 
No 

caracterizado 
66,003,201-
66,046,620 

43,420 

RP11-25H12.1 lincRNA 
65,998,846-
66,150,012 

151,167 

RP11-19C24.1 LincRNA 
66,003,281-
66,016,792 

13,512 

Abreviaturas: PB: pares de bases, ARN: ácido ribonucleico, lincRNA: Long non-coding RNA  , 
snRNA: RNA pequeño nuclear, mRNA: microRNA.  
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Tabla 3. Continuación. Características de las secuencias contenidas en la región 4q13.1, 
respecto al genoma de referencia GRChg3.

SECUENCIA BIOTIPO COORDENADAS 
GÉNICAS 

LONGITUD  
(PB) 

LOC728048 
Interferon induced 

transmenbrane protein 
pseudogene 

Pseudogen 
66,094,070-
66,094,686 

617 

MIR1269A Micro RNA 
66,276,824-
66,276,928 

105 

RPS23P3 Pseudogen 
66,431,092-
66,431,521 

430 

LOC105377262 
No 

caracterizado 
66,862,864-
67,077,632 

214,769 

RNU6-699P 
RNA, U6 small nuclear 

699,pseudogene 

SnRNA. 
pseudogen 

66,897,262-
66,897,371 

110 

Abreviaturas: PB: pares de bases, ARN: ácido ribonucleico, lincRNA: Long non-coding 
RNA  , snRNA: RNA pequeño nuclear, mRNA: microRNA.  
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ANÁLISIS DE LA SECUENCIA. 
 

Una vez caracterizada la secuencia flanqueada por los SNPs 

homocigotos en la región 4q13.1, se procedió a catalogar la 

información disponible sobre cada uno de los genes y secuencias 

reguladoras contenidas, para poder establecer su probable relación con 

la etiología de la CATVP. 

Para establecer una probable relación causal con las secuencias 

codificantes y reguladoras (ver Figura ), se realizó una revisión 

bibliográfica utilizando las bases de datos: Homozygosity Mapper 

gene destiller, PhenGenI, Gene, Compilation of Aggregate Genomic 

Data for General Research Use, Pubmed, OMIM y Scielo. 

 

EPHA5 (EPH receptor A5). 

 Este gen codifica para una proteína de tipo cinasa de tirosina 

que pertenece a la familia de receptores de Efrina. Esta familia, 

altamente conservada cuenta con 66 genes ortólogos35, incluidas 

especies como el ratón (Hek)36 y el pollo (Cek)37 y adicionalmente se 

caracteriza por tener una alta homología entre sus integrantes (ver 

¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.)38, (ver Figura 

4). Aunque se han descrito 16 receptores en vertebrados, divididos en 
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2 subfamilias: A y B39, solo activan 9 ligandos de efrina, explicando 

en parte el hecho de que compartan funciones entre ellos40. 

EPHA5 está conformado por 18 exones, presenta 6 isoformas 

por corte y empalme alternativo35. En lo que respecta a su estructura, 

al igual que los otros miembros de la familia, este gen presenta 3 

dominios funcionales: dominio catalítico de cinasa de tirosina 

intracelular, dominio transmembranal y dominio extracelular de unión 

a ligando36. 

Tabla 3. Homología entre las proteínas codificadas por el gen EPHA5 y sus parálogos
34

. 

GEN HOMOLOGÍA CON EPHA5 

EPHA1 41% 

EPHA2 51% 

EPHA3 64% 

EPHA4 62% 

EPHA6 59% 

EPHA7 61% 

EPHA8 57% 

EPHA10 47% 

EPHB1 54% 

EPHB2 54% 

EPHB3 53% 

EPHB4 46% 

EPHB6 38% 
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 Esta superfamilia de receptores se ha asociado a diferentes 

funciones comunes, entre ellas al establecimiento de los segmentos 

corporales, ya que se sabe que estos receptores se expresan en las 

somitas y rombómeros del embrión37,41, durante el desarrollo de las 

extremidades37, desarrollo neurológico y angiogénesis42. 

De forma específica, EPHA5 se ha asociado con funciones muy 

variadas, incluyendo el desarrollo neurológico, expresándose en el 

cerebro de modelos animales y humanos en todas las etapas de la 

vida37,42, relacionándose con la plasticidad neuronal y de forma 

secundaria con diversas alteraciones en el comportamiento y 

discapacidad intelectual42–44.  De igual manera se ha involucrado en la 

fisiopatología de la diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, ya que participa 

activamente en la función ventromedial hipotalámica 43 y con la 

secreción de insulina en los islotes de las células beta pancreáticas45. 

Se ha demostrado su función en relación al metabolismo óseo, al 

participar como un activador de osteoclastos46 . También existen 

reportes que asocian su sobreexpresión con diversos tipos de tumores 

sólidos malignos, al interferir con la expresión de genes asociados a la 

reparación celular como ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)47. Su 

regulación a la baja por metilación en su promotor explican este 

fenómeno48–50. Algunas neoplasias relacionadas incluyen el cáncer 

pulmonar47, prostático, adenocarcinoma ductal pancreático50, 

glioblastoma,  cáncer de mama49 y colorectal51. 
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 Su homólogo EPHB2 se ha asociado con angiogénesis y 

diferenciación arterio-venosa temprana7,52,53. Por otro lado, en el 

pasado se ha descrito una afinidad cruzada entre los ligandos de los 

receptores EPHA4, EPHA5 y EPHB239,52,54, que se puede explicar por 

la alta homología entre su dominio de unión a ligando40 (ver Figura 4). 

La alta homología entre los receptores EPHA5 y EPHB2, ha quedado 

clara en diferentes situaciones, entre ellas la participación similar en el 

metabolismo óseo, en donde ambos genes se expresan en los 

osteoclastos, con un efecto inhibidor de la osteogénesis46. 

 

Figura 4. Imagen comparativa de la estructura de los receptores EPH. Se aprecia la 
superposición del dominio de unión a ligando de EPHA5 (rojo), EPHA2 (verde), EPHA4 
(amarillo), EPHB2 (azul). Tomado de Huan X, Shi J, Lim L, et al.

40
.  
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PSEUDOGENES DE PROTEÍNAS RIBOSOMALES 

RPL6P10 (Ribosomal proteinL6 pseudogene 10) y 

RPS23P3 (Ribosomal protein S23 pseudogene 3).  

 Pertenecientes a una amplia familia de pseudogenes de 

proteínas ribosomales (PPR), que está conformada aproximadamente 

por  2,000 integrantes en el ser humano 55, se caracterizan por derivar 

de genes ancestrales funcionales que codifican para diversas proteínas 

ribosomales, pudiendo ser filogenéticamente rastreables a 

aproximadamente 60 millones de años56. Por ello, que se pueden 

encontrar ortólogos en distintos organismos como levaduras, bacterias 

y mamíferos, entre otros55,57 y presentan una alta homología con los 

genes originales (89 a 95%)55. Si bien los PPR se expresan en 16 

tejidos humanos diferentes, RPL6P10 solo se ha encontrado sobre 

expresado en el colon55, mientras que RPS23P3 no se encuentra 

particularmente expresado en ninguno de los tejidos estudiados hasta 

el momento55. 

 A pesar de que se sabe que en los seres humanos solo un tercio 

de los PPR son procesados y por tanto codifican transcritos que 

regulan la función de otros genes55, no se ha demostrado a ciencia 

cierta si esto ocurre en los pseudogenes de nuestra región en estudio, 

sin embargo, existe evidencia de que en las levaduras los ortólogos de 

Rpl6p10 y Rps23p3 no solo regulan la expresión génica, si no que 

presentan funciones similares al servir como promotor en los mismas 
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proteínas ribosomales (RPS9 y RPL10) asociadas a ventajas 

evolutivas57. 

En lo que respecta a la significancia clínica de las variantes en 

la secuencia de RPL6P10 y RPS23P3, hasta el momento no se han 

podido asociar a fenotipos específicos, sin embargo han sido 

analizados en grandes estudios poblacionales donde se ha utilizado 

secuenciación masiva y se ha comenzado a indagar su posible relación 

con diferentes fenómenos y patologías58. 

Algunos de estos estudios de cohorte incluyen al subestudio 

del Framingham Heart Study 59,60 :NHLBI Framingham SNP Health 

Association Resource (SHARe), STAMPEED: Cardiovascular Health 

Study (CHS) GWAS to identify genetic variants associated with aging 

and CVD risk factors and events (subestudio del Cardiovascular 

Health Study (CHS) Cohort)60,61, Compilation of Aggregate Genomic 

Data for General Research Use62, el NHLBI Family Heart Study 

(FamHS-Visit1 and FamHS-Visit2)63 y el NINDS-Genome-Wide 

Genotyping in Parkinson's Disease: First Stage Analysis and Public 

Release of Data. 

Los resultados parciales de estos estudios (aun no concluidos), 

han demostrado la presencia de variantes de secuencia de RPL6P10 

asociadas a individuos con enfermedad coronaria, evento vascular 

cerebral, disminución de la densidad ósea, ganancia de peso, 

alteraciones en el fibrinógeno y en la actividad de la proteína quimio 
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atrayente de monocitos tipo 1, estos últimos relacionándose a procesos 

inflamatorios, aunque en la mayoría de los casos se está estudiando el 

efecto fenotípico de las variantes (ver Tabla 4) 62. 

En estas mismas bases de datos es posible identificar variantes 

de secuencia de RPS23P3 asociadas a diversas patologías64, por 

ejemplo enfermedad de Parkinson y aumento en el riesgo para 

desarrollar esclerosis múltiple65 o alteraciones en el examen 

neurologico66 (ver Tabla 4). Sin embargo, algunos de estos 

polimorfismos se han asociado a las mismas patologías que aquellos 

descritos en RPL6P10. 

Vale la pena hacer notar que no se ha descrito una asociación 

con angiogénesis, cardiogénesis o diferenciación arterio-venosa en 

ninguno de los dos pseudogenes presentes en la región de estudio. 
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Tabla 4. Asociaciones fenotípicas de RPL6P10 y RPS23P3 en estudios de cohorte. 

FENOTIPO ESTUDIO PSEUDOGEN 

Riesgo de enfermedad 

coronaria (diámetro de 

arterias disminuido, 

cambios en la relación del 

grosor de la íntima y la 

media). 

NHLBI 

CAGD 

RPL6P10 

RPS23P3 

 

Actividad de la proteína 

quimioatrayente de 

monocitos tipo 1 (aumento). 

NHLBI 

CAGD 

RPL6P10 

RPS23P3 

 

Variaciones en la medición 

de fibrinógeno. NHLBI 

CAGD 

RPL6P10 

RPS23P3 

 

Disminución de la densidad 

ósea. 
SHARe 

RPL6P10 

RPS23P3 

Ganancia de peso. NHLBI 

CAGD 

RPL6P10 

RPS23P3 

FHS 

SHARe 
RPS23P3 

Evento vascular cerebral. 
STAMPEED 

RPL6P10 

RPS23P3 

Conteo plaquetario. NHLBI 

CAGD 
RPS23P3 

Variaciones en el colesterol 

de alta densidad (HDL). 

NHLBI 

CAGD 
RPS23P3 
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SHARe 

FHS 

Enfermedad de Parkinson. NHLBI 

NINDS 
RPS23P3 

Función respiratoria 

disminuida  (espirometría). 

SHARe. 

FHS 
RPS23P3 

Variaciones en la 

apolipoproteina B. 

SHARe. 

FHS 
RPS23P3 

Riesgo para Esclerosis 

Múltiple. 
FHS RPS23P3 

Alteraciones en el examen 

neurológico 
FHS RPS23P3 

Viscosidad de la sangre 

(aumento). 

SHARe 

FHS 
RPS23P3 

Hipertensión arterial. SHARe 

FHS 
RPS23P3 

Albuminuria. SHARe 

FHS 
RPS23P3 

Disminución de la 

Sobrevida en relación a 

riesgo cardiovascular.  

SHARe 

FHS 
RPS23P3 

Abreviaturas: NHLBI: NHLBI Family Heart Study (FamHS-Visit1 and FamHS-
Visit2). CAGD: Compilation of Aggregate Genomic Data for General 
Research Use, SHARe: Framingham Heart Study,NHLBI Framingham SNP 
Health Association Resource (SHARe), FHAS: Framingham Heart Study 
.STAMPEED: STAMPEED Cardiovascular Health Study (CHS) GWAS to 
identify genetic variants associated with aging and CVD risk factors and 
events. NINDS: NINDS-Genome-Wide Genotyping in Parkinson's Disease: 
First Stage Analysis and Public Release of Data.
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EPHA5-AS1 (EPHA5 antisense RNA 1).  

Este es un RNA no codificante compuesto por 4 exones con 

una gran variabilidad (1536 polimorfismos conocidos), con 

significancia desconocida67. Hasta el momento no se ha asociado con 

ningún fenotipo68.  

LOC728048. Interferon induced transmembrane protein 

pseudogene. 

Se describió en el año 2012, durante la realización del estudio 

VIVA LA FAMILIA, realizado en Texas por la universidad de Baylor 

para identificar polimorfismos asociados a obesidad infantil en 

población hispana mediante GWAS69, en donde el 1% de los 815 

pacientes estudiados expresaban polimorfismos en el pseudogen70, se 

consideró un locus de riesgo para obesidad relacionado con el 

incremento de la ingesta calórica. 

No existen reportes que asocien este pseudogen a otras patologías que 

expliquen sus interacciones. 

MICRO RNA 1269ª (miR1269A). 

 Los micro RNA (miRNAs), son RNAs no codificantes con una 

longitud de 19 a 24 nucleótidos, con una función asociada a 

regulación postraduccional génica71, se han asociado a la patogénesis 

de múltiples enfermedades como diabetes, hipertensión y 

particularmente cáncer, al interactuar en los procesos de crecimiento 



 

 
58 

celular, diferenciación, apoptosis, angiogénesis y metástasis72. 

Estudios actuales buscan utilizar a los miRNAs como marcadores 

diagnósticos, pronósticos e incluso como blancos de tratamiento71.  

 La sobreexpresión de miR1269A se ha descrito asociada a la 

regulación negativa del gen FOXO1 en el cáncer hepatocelular 

humano al permitir la proliferación celular, ya que este gen tiene una 

función importante como activador transcripcional de multiples genes 

inolucrados en la detención del ciclo celular, apoptosis, reparación del 

ADN y respuesta a hipoxia 71.  Otros estudios han podido relacionar la 

sobreexpresión de este microRNA con la progresión del cáncer 

colorectal humano al regular a la alta a TGF-beta cuando esta 

neoplasia presenta metástasis a otros órganos (estadios III y IV de la 

clasificación TNM)73. 

ÁCIDOS RIBONUCLEICOS LARGOS NO CODIFICANTES 

(lincRNA: Long non-coding RNA). RP11-807H7.2, RP11-

51P8.1, RP11-25H12.1 y RP11-19C24.1. 

Los lincRNAs son RNAs no codificantes con una longitud mayor a 

200 nucleótidos, que participan en distintos procesos como la 

compensación de las dosis cromosómicas, regulación epigenética, 

control del ciclo celular, transcripción, traducción del genoma, y 

diferenciación celular, entre otras funciones74. Fenotípicamente los 

cambios en la expresión de estos RNAs se han asociado con múltiples 
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patologías incluyendo cáncer de mama, hepatocelular, gástrico74, falla 

ovárica prematura75 y artritis reumatoide76, entre otras.  

 Los pseudogenes de lincRNAs se derivan de parálogos 

codificantes ancestrales y al igual que el resto de los pseudogenes no 

son propiamente funcionales77, sin embargo, en los últimos años se 

han comenzado a estudiar sus efectos en la regulación epigenética al 

generar transcritos capaces de modificar la expresión de los 

lincRNAs78. 

 A pesar de haber sido descrita la asociación fenotípica 

(principalmente a cáncer) de algunos pseudogenes de lincRNA, los 

subtipos encontrados en la región aún no han demostrado significancia 

clínica79. 

 PSEUDOGENES DE ACIDOS RIBONUCLEICOS PEQUEÑOS 

NUCLEARES (snRNA)(RNU2-40P Y RNU6-699P) 

  Los dos pseudogenes RNU2-40P (RNA, U2 small nuclear 40, 

pseudogene) y RNU6-699P (RNA, U6 small nuclear 699, 

pseudogene) encontrados en la región, corresponden a la forma 

procesada de pseudogenes, es decir, derivan por retrotranscripción de 

un gen ancestral identificable77:  La familia de pseudogenes U6 se 

caracteriza por interaccionar con transposones (elementos móviles) 

tipo LINE 1 (L1), que de manera interesante derivan ancestralmente 

de los mismos pseudogenes80,81 y se identifican en todos los primates. 
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Esta estrecha relación ha sugerido el uso de estos pseudogenes como 

un marcadores para estas secuencias L182. 

 Los pseudogenes de la familia U2  tienden a estar cercanos a 

los genes U2, participando directamente en su regulación e 

interaccionando con secuencias repetidas de genoma de tipo Alu
83. 

Esta relación con los repetidos Alu genera las diversas isoformas de 

esta familia83. 

 Fenotípicamente hablando, no se han encontrado asociaciones 

con patologías.  

 

 

SECUENCIAS NO CARCTERIZADAS. (LOC105377258, 

LOC105377259, LOC105377260, LOC105377261 

LOC105377262). 

Estas secuencias fueron descritas en estudios en donde se 

realizaron estudios de secuenciación de genoma completo84, sin 

embargo no se ha identificado su biotipo o algún tipo de relación 

clínica58. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES. 

Existen secuencias provenientes de un ancestro en común que 

segregan con la enfermedad relacionadas con la CATVP en el 

paciente afectado, con antecedente de consanguinidad por parte de los 

progenitores al demostrar un LOH alto en el locus 4q13.1, región 

homocigota de 1.635 Kb, flanqueada por los SNPs rs12644315 y 

rs10017714. 

La técnica utilizada para determinar la región fue el análisis de 

pérdida de heterocigosidad mediante el uso de un microarreglo de 

250k. Tomando en cuenta lo anterior, podemos interpretar los 

resultados basándonos en que se está identificando  un segmentos 

genómico homoélelico en este locus. 

Se debe de considerar que los genes descritos anteriormente 

para la CATVP  se encontraban dentro de las regiones analizadas a 

pesar de no haber sido sospechosas en la etiología debido a su forma 

de herencia y limitaciones étnicas y no presentarón LOH. 

Se buscó de manera dirigida las secuencias contenidas dentro 
de la región, y fueron identificadas 17 secuencias con biotipos 
diferentes. Al realizar el análisis de la región se logró determinar que 
dichas secuencias incluyen: un gen codificante (EPHA5), tres 
pseudogenes (RPL6P10, RPS23P3 y LOC728048), un RNA 
antisentido (EPHA5-AS1), cuatro RNA largos no codificantes (RP11-

807H7.2, RP11-51P8.1, RP11-25H12.1, RP11-19C24.1), dos 
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pseudogenes de RNA pequeños nucleares, un microRNA (miR1269A) 
y cinco secuencias no caracterizadas.  

Los resultados del estudio de apoyan fuertemente la noción de 

una herencia autosómica recesiva para la CATVP presente en esta 

familia, y sugieren la presencia de una variante causal  dentro de este 

segmento. Así mismo, se realizó un análisis respecto a las funciones, 

interacciones y relación fenotipo-genotipo de cada una de las 

secuencias que se encontraban dentro de la región con LOH alto. Este 

análisis sugiere que la mutación causal no se encuentra dentro de 

secuencias no codificantes de proteína y reguladoras ya que ninguno 

de estos elementos se encontró asociado a cardiogénesis, angiogénesis 

o diferenciación arteriovenosa .    

Como resultado de la revisión se determinó que EPHA5 es la 

única secuencia que, con la información disponible, puede serasociada 

a un fenotipo cardiovascular, al menos de forma indirecta, ya que su 

homologo EPHB2 se encuentra relacionado con angiogénesis y 

diferenciación arterio-venosa, destacándose una alta homología en el 

dominio de unión a ligando de ambos genes, permitiendo así que 

ambos se unan a los mismos ligandos. Adicionalmente se sabe que los 

miembros de esta familia de receptores presentan pleiotropismo, por 

lo que no se puede excluir la posibilidad de una nueva función para 

este gen a pesar de no haber sido reportada en la literatura 

previamente. 
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Lo expuesto anteriormente responde a nuestra pregunta de 

investigación al demostrar que existen secuencias asociadas a un 

ancestro común que se relacionan con la CATVP y se sugiere como 

gen candidato al gen EPHA5. 

 

 

PERSPECTIVAS. 
 

En una segunda fase de esta investigación se buscará 

identificará la variante causal dentro del gen candidato para demostrar 

su papel en la etiopatología de la CATVP y abre la posibilidad de 

identificar mutaciones en este mismo gen en otros pacientes con esta 

patología y explicar la alta prevalencia de la misma en México y 

latinoamerica. Tomando en cuenta que esta CC, tiene principalmente 

una presentación aparentemente esporádica en nuestro medio, pero 

que podrían corresponder a  formas de herencia autosómico recesivo 

no identificados.  

Si se encuentran alteraciones similares en la secuenciación de 

los pacientes esporádicos que en la familia se puede proponer un 

efecto fundador que explique la alta prevalencia en México e incluso 

también hacer estudios sobre proporción de portadores, 

potencialmente útil en consejo genético. 
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ANEXOS 
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ANEXO 1. Carta de aceptación por el comité de ética del Hospital Infantil de México 
“Federico Gómez”.  
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