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R E S U M E N  

 

Las cardiopatías son los defectos congénitos más comunes a nivel mundial, y dentro de 

estas, la persistencia del conducto arterioso o PCA es la reportada con más frecuencia. 

En esta, el CA que comunica a la arteria pulmonar y la aorta durante la etapa fetal, no se 

cierra espontáneamente, debido a la falla de mecanismos como migración y proliferación 

de células de CML y CE, disrupción de la LEI, y adhesión de células sanguíneas, por 

mencionar algunos.  

Por otro lado, y de acuerdo a diversos autores, alteraciones en EPAS1 podrían ser una de 

las causas genéticas para que el cierre del CA se vea afectado, ya que este es un factor 

de transcripción que regula una gran variedad de genes que, a su vez, interfieren en 

procesos como la angiogénesis, regulación de la eritropoyesis, remodelación de vasos 

sanguíneos, maduración y diferenciación celular, por mencionar algunos. En el trabajo 

presentado, se analizan las variantes en la secuencia genética de EPAS1 para establecer 

una posible relación con PCA no sindrómica en casos de recurrencia familiar. A través 

del análisis de los fragmentos exónicos de EPAS1 en dos familias que reportan la 

afección, mediante HRMA, PCR punto final, secuenciación de Sanger y 

herramientas bioinformáticas. 

Fueron detectadas un total de 14 variantes que permiten pensar que existe una relación 

entre la PCA no sindrómica y EPAS1 pues, los polimorfismos intrónicos rs184760160, 

rs7557402, rs75984373 y rs202210836, rs184760160, rs7557402, c.1035-52G>A y 

c.1035-25T>A, así como la variante exónica rs765994211, podrían afectar características 

importantes del ARNm y/o la función de EPAS1. Los SNPs encontrados, al igual que 

otros reportados en la literatura, podrían truncar la función de EPAS1, afectando 

posiblemente su papel como factor de transcripción involucrado en diversos mecanismos, 

que a su vez resultan imprescindibles para el correcto cierre del conducto arterioso. 
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I .  I N T R O D U C C I Ó N  

 

I.1. Cardiopatías Congénitas 

I.1.1. Definición  

Las cardiopatías congénitas (CC) son errores en la embriogénesis cardíaca, que se manifiestan con 

mayor severidad durante el periodo neonatal o en la edad pediátrica (Campos, 2016). Dichas 

malformaciones en alguna de las cámaras cardíacas y/o de sus grandes vasos, provocan cambios en 

la morfofuncionalidad del corazón; estas se originan en las primeras semanas de gestación (3ra y 10ma 

semana) por factores que alteran o detienen el desarrollo embriológico del sistema cardiovascular 

(Vijayalakshmi et al., 2019; Leis el al., 2010). En muchos casos se trata de un trastorno crónico debido 

a los efectos secundarios tanto de la misma cardiopatía como de los procedimientos correctivos 

(Moons, 2001).  

 

 

I.1.2. Etiopatogenia  

Las CC son de origen multifactorial, y aproximadamente el 8% se encuentran asociadas a factores 

genéticos, mientras el 2% a factores ambientales.  

Entre los mecanismos patogenéticos que causan las CC se encuentran anormalidades en: la migración 

de tejido ectomesenquimal, en el flujo de la sangre intracardiaca, en la apoptosis, en la matriz 

extracelular, en el desarrollo y en los “situs” y bucles. (Vijayalakshmi et al., 2019)  

Existen otros elementos que aumentan el riesgo de padecer alguna CC donde se encuentran: 

infecciones, exposición materna a drogas y teratógenos, condiciones médicas en los padres como 

diabetes mellitus, hipotiroidismo, etc., exposición de los padres a bebidas alcohólicas, humo de 

cigarro, etc., niveles alterados de vitaminas, uso de reproducción asistida, factores ambientales, 

factores sociodemográficos, y recurrencia familiar de alguna CC (Donofrio et al., 2014; Vijayalakshmi, 

et al., 2019). 
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I.1.3. Estadísticas internacionales y nacionales  

Estos son los defectos congénitos más comunes a nivel mundial, las cifras indican una prevalencia del 

0.8% al 1%, contemplando a los recién nacidos (RN) vivos y a los nacidos a término; sin embargo, en 

RN prematuros las cifras reportadas alcanzan un 8.3% (Bravo et al., 2018); En países como Inglaterra, 

Estados Unidos, Canadá, España, Japón e Italia, se reporta una prevalencia que va de 2.1 hasta 12.3 

por cada 1000 recién nacidos vivos (Calderón et al., 2010).  

Mientras tanto, en México se estima que por cada 1,000 RN vivos aproximadamente 10 de ellos sufren 

de alguna CC (Mendieta, et al., 2013). En 2013, de 1,876 muertes por CC (52%) ocurrieron en la 

Ciudad de México y cinco estados (Estado de México, Jalisco, Puebla, Guanajuato y Veracruz) (Torres 

et al., 2016).  

 

I.1.3.1. Las cardiopatías más comunes  

De acuerdo a la publicación del equipo de Torres, J., en el 2016, en nuestro país se reportan como las 

principales cardiopatías congénitas a la persistencia del conducto arterioso, defecto de comunicación 

interventricular, defecto de comunicación interauricular, conexión discordante ventrículo-arterial y 

tetralogía de Fallot.  

La persistencia del conducto arterioso o conducto arterioso persistente (PCA) es la CC más común en 

nuestro país, reportándose con mayor frecuencia en infantes prematuros (IP), con una frecuencia del 

33% en IP con muy bajo peso, y hasta un 65% en IP con un peso extremadamente bajo (Marconi et 

al., 2019). 

 

I.2. Persistencia del conducto arterioso 

I.2.1. Definición 

Durante la etapa fetal, la arteria pulmonar y la aorta se encuentran comunicados mediante el 

conducto arterioso, por lo que este juega un papel fundamental en la circulación fetal. Al nacimiento, 

este conducto se cierra espontáneamente al iniciar la respiración normal; Sin embargo, en ocasiones 

existe una falla en el cierre fisiológico de dicha estructura y por consiguiente, el proceso no logra 

llevarse a cabo adecuadamente manteniendo el cortocircuito, donde la sangre fluye de izquierda a 

derecha; Este defecto es mejor conocido como PCA, es una cardiopatía congénita de tipo acianógena 
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y se asocia mayormente con RN pretérmino, incrementando la mortalidad y complicaciones como 

insuficiencia cardiaca, acidosis metabólica, falla renal, hemorragia intraventricular y/o pulmonar, 

displasia broncopulmonar, entre otras (Marconi, et al., 2019).   

 

I.2.2. Complicaciones 

Al presentarse esta patología, días después del nacimiento la resistencia vascular pulmonar (RVP) 

disminuye, por lo que la proporción de flujo sanguíneo aórtico que se desvía hacia la circulación 

pulmonar se incrementa (permeabilidad ductal), resultando en un exceso de flujo sanguíneo a los 

pulmones influyendo en la disminución del volumen pulmonar y la capacidad funcional residual; lo 

que predispone a hipertensión, congestión y edema pulmonar, así como agravamiento de la falla 

respiratoria; además el tiempo de ventilación mecánica se prolonga, y aumentan las necesidades de 

oxígeno, incrementando el riesgo de presentar enfermedad pulmonar crónica. La desviación del flujo 

sanguíneo de la circulación sistémica puede llegar a exceder la capacidad del aumento compensatorio 

del gasto cardiaco total, comprometiendo la perfusión de órganos vitales como intestino, riñón y 

cerebro; dónde, por ejemplo, al disminuir el flujo sanguíneo renal y esplácnico aumenta la incidencia 

de insuficiencia renal y enterocolitis necrosante (Benitz, 2016; Soria, 2019).  

Aunque es poco frecuente, se ha reportado incidencia de endarteritis infecciosa que se define como 

inflamación de la túnica interna de las arterias; ésta puede manifestarse como embolia pulmonar 

séptica.  

 

I.2.3. Diagnóstico 

La PCA se clasifica con base en la severidad del cortocircuito, que es dependiente de su tamaño y de 

la relación entre el gasto pulmonar (QP) y el gasto sistémico (QS). Esta reportado que el valor de 

QP/QS normalmente es de 1, de 1.5:1 como pequeño, de 1.5 - 2.2:1 como moderado y mayor de 2.2:1 

como grande. Los estudios de gabinete y análisis clínicos son de ayuda para clasificarla como: 

 

⤜ Silente  No existe soplo ni hipertensión arterial pulmonar. Es diagnosticado 

por ecocardiografía.  
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⤜ Pequeño  Presencia de un soplo continuo audible, mínimas alteraciones 

hemodinámicas. Por lo general asintomático.  

⤜ Moderado  Existe un soplo continuo, pulsos amplios, sobrecarga en cavidades 

izquierdas, hipertensión arterial leve a moderada. Puede o no haber 

insuficiencia cardiaca leve (compensada). Se presenta intolerancia al 

ejercicio, disnea al esfuerzo, desarrollo ponderal anormal, además 

hiperactividad precordial.  

⤜ Grande  Exhibe soplo continuo, pulsos amplios, sobrecarga importante en 

cavidades izquierdas, hipertensión arterial de moderada a severa. Se 

reporta insuficiencia cardiaca descompensada, con dificultades al 

alimentarse, deterioro del desarrollo, taquipnea, dificultad 

respiratoria, infección frecuente en vías respiratorias.  

 

I.2.3.1. Estudios de Gabinete 

El examen clínico detallado, la ecocardiografía y el ecocardiograma orientan al diagnóstico de PCA. 

Por otro lado, el electrocardiograma puede resultar normal si se trata de un cortocircuito de menor 

magnitud, o mostrar alteraciones si se trata de una alteración moderada; la radiografía de tórax puede 

o no mostrar cardiomegalia dependiendo de la gravedad de la PCA, mientras la radiografía 

anteroposterior de tórax llega a revelar cardiomegalia, plétora pulmonar, dilatación de la arteria 

pulmonar, inclusive en adultos se ha encontrado el conducto arterioso calcificado. Sin embargo, lo 

más recomendable es realizar la ecocardiografía modo M, bicondicional y/o Doppler color o Doppler 

continuo (este estudio tiene una sensibilidad del 90-95%) en sus modalidades pulsado, continuo y 

color para cualquier persona que sea sospechosa a presentar PCA, permitiendo confirmar el 

diagnóstico y establecer un tratamiento adecuado, ya que estas técnicas determinan la forma y 

diámetro del conducto arterioso en su extremo aórtico y pulmonar, identificar datos indirectos de la 

sobrecarga de volumen (crecimiento de aurícula izquierda, ventrículo izquierdo, taquicardia 

auricular paroxística), medir el gasto pulmonar y de la presión arterial pulmonar mediante la 

medición del gradiente transpulmonar a través del conducto, valorar el grado de repercusión 

hemodinámica y descartar lesiones asociadas. Otras técnicas también utilizadas son la resonancia 

magnética y cateterismo cardiaco, aunque no son comunes. (San Luis et al., 2012; IMSS, 2010).  



 

6 

 

Tabla 1. Procedimientos para cerrar el conducto arterioso. 

Tratamiento Nombre Indicaciones Mecanismo Nota 

Farmacológico 

 

(Marconi et al., 2019; 

Lu et al., 2019; Yang 

et al., 2013). 

Ibuprofeno 

Vía Oral 

10mg/kg el primer día, 

seguido de 5mg/kg por 2 

días 

o 

10mg/kg cada 24h, por 

3días 

Motrin, Johnson & 

Johnson Pharmaceuticals 

Ltd Inhibidores de COX 

Tratamiento de primera 

línea. Menos agresivo que 

la indometacina 

Indometacina 

Vía Intravenosa 

Dosis inicial: 0.2 mg/kg, 

0.1 mg/kg cada 24 horas 

en lactantes menores de 

48 h edad; 

Dosis inicial 0.2 mg/kg, 

0.1 mg/kg cada 12 horas, 

seguido de 0.1 mg/kg 

cada 24 h en lactantes 

mayores de 48 h 

Provoca insuficiencia renal 

entre otras RAM 

Acetaminofeno 

Vía oral 

15mg/kg cada 6 h, por 3 

días 

Tylenol, Johnson & 

Johnson Pharmaceuticals 

Ltd.) 

Inhibidor de COX de forma no 

significativa 

Cuando hay 

contraindicaciones en el tx 

con inhibidores de COX. 

Indicado desde 27 SDG 

Quirúrgica 

(Pamukco et al., 

2018). 

Ligadura 

Consiste en hacer un 

pequeño corte quirúrgico 

en el lado izquierdo del 

tórax. Se liga el conducto 

arterial. 

Se utilizan hebras de seda 2–0 

o 3–0 Ti-cron y hemoclips en 

algunos casos 

Menos costosa que el 

cateterismo 

Cateterismo 

(se elegirá el 

dispositivo con base 

en el tamaño y 

morfología del CA) 

 

Amplatzer ® 

(Arévalo et al., 

2017). 

(Figura 1) 

PCA moderado y 

grande 

PCA calcificado 

Dispositivo autoexpandible 

cilíndrico, confeccionado 

de una malla de nitinol. 

Puede o no contener 

material trombogénico. 

Se ajusta a la forma del 

vaso y evita la migración 

Su forma asegura la 

colocación, previene 

embolización y se ajusta 

al ahusamiento de 

conductos, contribuye a 

la obstrucción completa 

gracias al poliéster que 
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Se introduce a través 

de la arteria femoral, 

un catéter hasta el 

conducto arterioso; se 

coloca una guía de 

recambio hasta el 

tronco pulmonar; se 

introduce el 

dispositivo. 

del dispositivo posterior a 

su implante. 

contiene; reduciendo 

riesgos. 

Nit-Occlud ® 

Coil. (Figura 2) 
PCA de 2 a 5mm 

Es un disco de retención 

forzado en forma de 

espiral. Garantiza una 

oclusión eficiente. Aleación 

de níquel y titanio 

Es ajustable 

 

Recientemente, la ecocardiografía tridimensional (3DE) se ha convertido en un complemento de la 

ecocardiografía en el manejo de pacientes que padecen alguna CC. Existen tres modalidades: volumen 

completo, 3D-tiempo real, y la imagen multiplanar (adquisición de dos o tres planos simultáneos); 

Esta permite realizar un mejor análisis al obtener información más clara sobre la anatomía y 

funcionalidad del corazón (Simpson et al., 2019).  

 

I.2.4. Tratamiento 

Se administran tratamientos conservadores (como: diuréticos, restricción de líquidos, ventilación 

mecánica, etc.), para favorecer el cierre espontáneo del CA (Marconi et al., 2019).  

El objetivo del tratamiento para PCA es cerrar el conducto arterioso a través de los procedimientos 

mostrados en la Tabla 1. 

 

  

 
Figura 1. Dispositivo de oclusión Amplatzer ®, 

URL1. 

 
Figura 2. Dispositivo Nit-Occlud ®,  

URL2. 
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I.3. Conducto Arterioso 

I.3.1 Circulación fetal 

La primera descripción de la circulación fetal la realizó Galeno en el siglo II dC, dónde observó <entre 

otras estructuras> al conducto arterioso (CA), y señaló que el CA cerraba posnatalmente. En 1628 

William Harvey acuño el término circulación fetal y negó la existencia de la circulación pulmonar en 

el feto. En 1938 Barcroft, Barron, Barklay, Franklin & Pricharts realizaron los primeros registros de 

la circulación en fetos de corderos. Dawes y colaboradores, describieron por primera vez los cambios 

que ocurren en la circulación fetal al nacimiento. (Vijayalakshmi et al., 2019). 

La circulación fetal es muy singular y difiere de la circulación en un adulto. El embrión debe 

prepararse para el cambio súbito de concentración de oxígeno en la sangre a través de los pulmones 

en lugar de la placenta, y para esta adaptación resultan esenciales las modificaciones de dicha 

circulación. 

Se basa en las diferentes presiones a las que la sangre oxigenada y poco oxigenada fluyen a través de 

las venas (y derivaciones) que desembocan en el corazón, dichas presiones están controladas por vías 

mecánicas y fisiológicas que regulan la resistencia vascular y la dirección del flujo de la sangre desde 

el corazón hasta la aurícula, siguiendo alguna de estas rutas (Garabedian et al., 2018) (Figura 3): 

⤜ Llegar al ventrículo derecho y salir a la arteria pulmonar 

⤚ Con dirección a pulmones (Según Carlson, el 12% del flujo sanguíneo total). 

⤚ Que se desvié por el conducto arterioso. 

⤜ Cruzar por el foramen oval a la aurícula izquierda y pasar directo a aorta. 

Al final, toda esta sangre llega a la aorta para continuar con su recorrido. Además, existe una mezcla 

constante de sangre con diferentes concentraciones de oxígeno que provienen del cordón umbilical 

y/o de la circulación sistémica del feto (Garabedian et al., 2018). 

A través de dos grandes arterias umbilicales la sangre muy oxigenada llega desde la placenta hacia 

los órganos que más la necesitan como corazón y cerebro, y recibe la sangre menos saturada de 

oxígeno proveniente de la circulación sistémica del feto (Garabedian et al., 2018). 

Es importante que la circulación prenatal sea capaz de adaptarse a los cambios fisiológicos que están 

por venir; por ejemplo, los mecanismos que influyen en la capacidad tisular para ajustar sus 

resistencias vasculares de acuerdo a las necesidades de oxígeno (Garabedian et al., 2018). 
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Figura 3. Circulación Fetal, URL3. 

 

Existen tres cortocircuitos prenatales que son indispensables para mantener la circulación paralela y 

la distribución preferente de los flujos sanguíneos: conducto venoso, conducto arterioso y foramen 

oval (Garabedian et al., 2018).  

 

 

I.3.2. Anatomía y Fisiología 

El conducto arterioso es una estructura vascular que conecta a la aorta descendente y la pulmonar; 

este se encuentra permeable desde la 8va semana de gestación y durante todo el desarrollo 

intrauterino, manteniendo 80% del gasto cardíaco fetal. Se encuentra localizado a la izquierda de la 

bifurcación del tronco de la arteria pulmonar y a nivel aórtico, en la unión del arco aórtico con la aorta 

descendente, aproximadamente a 1cm de donde surge la subclavia izquierda (San Luis et al., 2012; 

Delabaere et al., 2016). 

La porción distal del CA se origina del sexto arco aórtico izquierdo, mientras que de la porción 

proximal se origina la rama izquierda de la arteria pulmonar (San Luis et al., 2012). 
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Este cortocircuito protege los pulmones de un flujo de sangre que supera la capacidad que tienen sus 

vasos durante la mayor parte de la vida intrauterina. La permeabilidad del conducto arterioso fetal 

se mantiene de forma activa mediante la acción de las prostaglandinas E2, parte de cuyo efecto está 

mediado por el óxido nítrico (Carlson et al., 2014).  

 

I.3.3. Cierre del Conducto Arterioso 

I.3.3.1. Señalización 

Dicho conducto comienza a cerrarse a partir de la semana 35 a 36 de gestación. Al nacimiento durante 

el cierre, se forma un tejido fibroso llamado “ligamento arterioso” mediante mecanismos de 

vasoconstricción de las fibras elásticas de la capa media, proliferación de tejido conectivo en la capa 

media, disrupción de la lámina elástica interna y necrosis hística (Figura 4) (San Luis, 2012). Y debe 

culminar al momento del nacimiento (48 – 72 hrs), de lo contrario al pasar 3 meses extrauterinos, se 

considera PCA (Vijayalakshmi et al., 2019; Benitz, 2016). 

 

Figura 4. Cierre del Conducto arterioso. 

Secuencia de eventos que contribuyen a la oclusión postnatal del CA. El aspecto luminal de la pared CA adopta 

un fenotipo protrombótico con activación endotelial, depósito de factor Von Willebrand y fibrina/fibrinógeno, y 

eventualmente desprendimiento de CE de la lámina elástica interna, lo que conduce a la exposición al 

colágeno. Este proceso desencadena la acumulación de plaquetas que circulan en el lumen residual de CA. El 

tapón de plaquetas que sella la luz residual del CA contraído y, junto con otros mecanismos, facilita posterior 

remodelación luminal (Modificado de Hamrick et al., 2010). 
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El cierre del CA es un proceso interactivo y complicado, su cierre espontáneo después del nacimiento 

es resultado de una equilibrada y compleja interacción entre el oxígeno, factores neurohumorales 

locales y circulantes y de las características especiales del músculo liso de la pared del cortocircuito 

(Soria, 2019). Crockett et al. (Figura 5), hace una integración y ordena los mecanismos que se llevan 

a cabo en el CA, abierto y durante el proceso del cierre:  

 

Factores Moleculares que mantienen el 
conducto arterioso abierto in útero 

Factores Moleculares que intervienen en la 
contracción del conducto arterioso  

después del nacimiento 
 

 Baja tensión de Oxígeno 
 Niveles altos de prostaglandinas en 

la circulación 
 Incremento Intracelular del AMPc y 

GMPc 
 Activación de los canales de Potasio 

 Alta tensión de Oxígeno 
 Niveles bajos de prostaglandinas en la circulación 
 Activación de Citocromo P450 
 Aumento del calcio intracelular 
 Disminución intracelular del AMPc y GMPc 
 Inhibición de los canales de potasio 
 Producción de isoprostanos 
 Respuesta a Acetilcolina y Noradrenalina 
 Activación de los miembros de la familia cinasa 

Rho 
 Aumento de Angiotensina II 

 

 
 

Figura 5. Mecanismos que intervienen en el CA antes y después del nacimiento. 
 

Comparación e integración algunos mecanismos que ocurren durante la vida fetal para mantener abierto 

el CA y después del nacimiento para cerrar este cortocircuito (Modificado de Crockett et al., 2019). 
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Para el análisis práctico de dicho proceso, este proceso ha sido divido en dos: el cierre funcional y el 

cierre anatómico; aunque involucran distintos factores ocurren paralelamente. 

 

I.3.3.2. Cierre Funcional 

Al nacimiento, cuando la tensión de oxígeno se eleva y los niveles de Prostaglandina E2 descienden, el 

CA se contrae gracias a la interacción de Factores vasodilatadores (Prostaglandina E2 (PGE2), óxido 

Nítrico(NO), péptidos pancreáticos, monóxido de carbono (CO) y sulfuro de hidrogeno (H2S)) y 

Factores vasoconstrictores (detección de Oxígeno(O2), Citocromo P450 (CYP450), Ácido retinoico, 

Glutamato, hipoosmolalidad, Bradiquinina y corticoesteroides) que intervienen en el tono vascular 

(Figura 6) (Hung et al, 2018). 

 

 
 

 

Figura 6. Señalización durante el cierre funcional del conducto arterioso. 
 

AC: adenilciclasa, cAMP: adenosin monofosfato cíclico, cGMP: guanosin monofosfato cíclico, EPs: 

receptores de PG2, ET: endotelina, GluR1: subunidad 1 del receptor inotrópico de glutamato, Mito: 

mitocondria, PGE2: Prostagandina E2, PKA: Protein cinasa A, PKG: Protein Cinasa G, RA: ácido retinoico, 

SMC: células del musculo liso, TRPM3: Receptor potencial transitorio de melastanina 3 (Modificado de 

Hung et al., 2018). 
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I.3.3.2.1. Vasoconstricción 

 

⤜ Vías en las que interfiere el Oxígeno 

Se han descrito diversos mecanismos como base de la vasoconstricción en respuesta a una elevada 

tensión de oxígeno en el CA. Estos resultan en un aumento de calcio, que a su vez provoca la 

vasoconstricción del CA, con excepción de la vía que involucra a la ruta de la Rho-cinasa. 

El O2 es detectado por las células del músculo liso (CML) gracias a la red dinámica mitocondrial. Por 

causa del O2 que se metaboliza a través de la cadena de transporte de electrones y de la fisión 

mitocondrial, se lleva a cabo una reacción tipo REDOX y se producen especies reactivas de oxígeno 

(ROS, por sus siglas en inglés) como el peróxido de hidrogeno (H2O2); estas inhiben a los canales de 

potasio (K+) dependiente de voltaje, y a su vez provoca despolarización de la membrana. Esto activa 

los canales de calcio (Ca2+) tipo “L”, incrementando concentración intracelular de este catión y 

resultando en contracción del músculo liso (Hung et al., 2018; Bökenkamp et al., 2010; Arboleda et 

al., 2017). 

Recientemente, se ha concluido que la ruta de la Rho-cinasa mantiene la constricción del CA, por 

medio del sistema mitocondrial. Las ROS, activan la ruta de la Rho-cinasa donde se fosforila la cadena 

ligera de la miosina; Mediante un mecanismo de Feedback, se incrementa la actividad de la RHO-

cinasa, lo que promueve la contracción de las CML (Hung et al., 2018; Karki et al., 2019). 

Por otro lado, el CYP450 y la endotelina-1 (ET-1) participan en conjunto. En respuesta al O2; 

aumentan los niveles de ET-1 que actúa vía receptor ETA, por lo que los niveles de Ca2+ aumentan. 

Mientras, el CYP450 librera y sintetiza ET-1 (Coceani et al., 2012; Hung et al., 2018). 

El ácido retinoico por otro lado, y de acuerdo a diversos autores, ha demostrado que regula la 

expresión de la subunidad α1G de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Yokoyama, et al. 2006).  

 

⤜ Vías en las que no interfiere el Oxígeno 

El glutamato favorece la contracción del CA mediante la producción de noradrenalina por la 

subunidad 1 del receptor inotrópico de glutamato (GluR1). El glutamato es el antagonista del 

bloqueador alfa1 del receptor adrenérgico. (Fujita et al., 2016). 



 

14 

 

El receptor de melastanina 3 (TRPM3) actúa como un sensor hipoosmótico; este tiene una expresión 

mayor en el CA a comparación de la aorta. La hipo-osmolaridad promueve el aumento de los niveles 

de calcio (Aoki et al., 2012). 

La bradiquinina promueve el aumento de calcio intracelular, ya que incrementa la actividad del NO e 

induce la formación del factor de hiperpolarización derivado del endotelio, promoviendo la 

vasodilatación. Se ha demostrado que induce una respuesta bifásica, ya que a bajas concentraciones 

induce la relajación (receptor Bk-2), y a altas concentraciones promueve la contracción (receptor BK-

1) (Bökenkamp et al., 2010; Duboscq et al., 2017). 

 

I.3.3.2.2. Vasodilatación 

⤜ PGE2 

Es producida por la placenta y el CA en la vida intrauterina, su función es mantener el CA permeable 

a través de receptores como EP2, EP3 y EP4; la activación de estos receptores incrementa la 

producción de AMPc intracelular por la vía adenilil ciclasa, e inhibe de la cadena ligera de la miosina, 

por lo que el CA permanece dilatado. Después del nacimiento, los niveles de PGE2 disminuyen gracias 

al catabolismo pulmonar y a la remoción de la placenta. La disminución de PGE2 se considera un 

mecanismo importante para el cierre del CA (Hung et al, 2018; Duboscq et al., 2017; Coceani et al., 

2012). 

⤜ NO, CO y H2S 

El NO funge como vasodilatador. Este es producido por la óxido-nítrico sintetasa de las células 

endoteliales (eNOS) en el lumen del CA y en vasa vasorum, para luego interactuar con la guanilil 

ciclasa (GC) de las CML; provocando la producción de guanosin monofosfato cíclico o GMPc y 

disminuyendo los niveles de Ca2+ (Hung et al., 2018). 

Otros gases como el monóxido de carbón (CO) y el ácido sulfhídrico (H2S) pueden actuar como 

vasodilatadores. El CO se sintetiza en las CML del CA mediante la enzima homooxigenasa-1 y –2. Este 

inhibe la formación de la ET-1 al actuar sobre el CYP450. Por otro lado, el H2S tiene efecto sólo en 

algunas especies, como ratones; a bajas concentraciones induce la vasoconstricción del CA, y a 

concentraciones altas, promueve la vasodilatación. El mecanismo por el cual esto ocurre, no ha sido 

completamente dilucidado por los investigadores, aunque parece actuar directamente sobre los 

canales de K+ (Hung et al., 2018; Crockett et al., 2019).  
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I.3.3.3. Cierre anatómico 

El cierre anatómico del CA, es un proceso bien organizado que involucra mecanismos que interactúan 

entre sí, como la formación de almohadillas de la íntima, migración y proliferación de las CML, 

producción de matriz extracelular (MEC), proliferación de células endoteliales (CE) y la interacción 

con células sanguíneas (Figura 7, Tabla 2). 

 

 

 

Figura 7. Cierre anatómico del CA. 
 

CS: Condroitin sulfato, EC: células endoteliales, ECM: matriz extracelular, IEL: Lámina elástica interna, IL-15: 

interleucina-15, Mono: monocito, PDGF: factor derivado de crecimiento derivado de plaquetas, PGE2: 

prostaglandina E2, PLT: plaquetas, RA: ácido retinoico, SMC: células del musculo liso (por sus siglas en 

inglés), TGF-B: Factor de crecimiento transformador-B. VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular 

(Modificado de Hung et al., 2018). 
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Tabla 2. Factores que intervienen en el cierre anatómico del conducto arterioso 

 (Hung et al., 2018). 

 

 

 

I.3.3.3.1. Proliferación y Migración de CML 

La remodelación del CA comienza con la separación de CE de la lámina elástica interna (LEI), 

originando un espacio subendotelial a donde las CML indiferenciadas migran y proliferan. Este 

proceso se lleva a cabo gracias a los siguientes factores: 

⤜ PGE2 

Induce la migración de CML a través de la ruta de la proteína de intercambio activada por cAMP (Epac, 

por sus siglas en ingles). La activación en serie de la señalización PGE2-EP4-cAMP-Epac, no altera la 

proliferación de CML ni la producción de ácido hialurónico (Lezoualc’h et al., 2016)  
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⤜ Ácido Retinoico 

Promueve a las CML y la proliferación de MEC. Estimula el crecimiento de las CML gracias al aumento 

de la expresión del antígeno nuclear celular y disminución de la apoptosis. Diversos estudios, han 

demostrado que la administración materna de vitamina A, incrementa la producción de ácido 

retinoico, promoviendo el engrosamiento de la íntima (Wu et al., 2008; Yokoyama et al, 2007). 

⤜ TGF-β1 

Es una molécula de anclaje del citoesqueleto de las CML a la MEC, y reprime la migración de estas 

células; además incrementa la formación de la placa focal por medio de la unión de integrinas con el 

citoesqueleto, para mantener la tensión necesaria para que la contracción del CA sea sostenida (Hung 

et al., 2018). 

⤜ Señalización Notch 

El sistema Notch es altamente expresando en la vascularización humana y regula el comportamiento 

celular, así como la proliferación, diferenciación, migración y angiogénesis. La pérdida de los 

receptores Notch en el CA está asociada con la regulación negativa de la expresión génica de CML 

contráctiles, contribuyendo al desarrollo de PCA (Hung et al, 2018; Krebs et al., 2016) 

 

I.3.3.3.2. Matriz extracelular 

⤜ Ácido hialurónico 

Promueve la migración de CML; su síntesis es regulada por otros factores como TGF-B, PGE2 e 

interleucina-15 (IL-15). El hialuronano es regulado por PGE2, por la ruta EP4-cAMP-PKA (Hung et al., 

2018). 

⤜ Elastina 

La pérdida de la proteína de unión a elastina y la producción de los péptidos de elastina, intensifican 

la migración de las CML. La elastina es regulada por la PGE2 (inhibe la elastogénesis por vía del 

receptor EP4) y el oxígeno (que reduce la secreción de elastina en las CML) (Hsieh et al., 2014). 

⤜ Fibronectina 

Las CML secretan fibronectina para promover su migración en el endotelio durante el proceso de la 

formación de cojinetes de la íntima (Hamrick et al., 2010).  
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⤜ Sulfato de Condroitina  

Actúa como promotor de la remodelación del conducto arterioso ya que le proporciona estabilidad al 

ácido hialurónico y deteriora la estructura de las fibras de elastina. Además, promueve la migración 

de CML a través de la LEI de forma indirecta, al inducir su desprendimiento de la elastina y aumentar 

la síntesis de fibronectina (Hung et al., 2018).  

 

I.3.3.3.3. Células endoteliales  

Las CE se separan de la LEI durante el proceso de remodelación del CA, formando el espacio 

subendotelial para la migración de las CML y CE. La migración de las CE es inducida por las integrinas 

y el factor de crecimiento de las células endoteliales vasculares (VEGF por sus siglas en inglés). 

⤜ Integrinas 

Las CE y las CML experimentan un aumento de integrinas durante la formación íntima de cojinetes. 

En pacientes pretérmino con PCA, se ha encontrado una regulación negativa en la expresión de 

integrinas (Shelton et al., 2014).  

⤜ VEGF 

Es un factor de crecimiento inducido por hipoxia; estimula la proliferación y migración de las CE, así 

como las CML. Clyman propuso en 1999, que la vasoconstricción inicial causa una pérdida del flujo 

sanguíneo laminal, produciendo consecuentemente una zona hipóxica en la capa muscular media del 

CA (Hung et al., 2018).  

 

I.3.3.3.4. Interacción de células sanguíneas 

Las células mononucleares son activadas por la respuesta inflamatoria inducida por la isquemia de la 

pared vascular; después de la constricción del CA, los monocitos y algunos macrófagos se adhieren al 

lumen, el grado de esta adhesión celular se relaciona con la extensión de los cojinetes. Además, la 

acumulación de plaquetas forma un tapón, que sella la luz residual del CA contraído (Hung et al., 2018; 

Hamrick et al., 2010). 
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I.3.4. Regulación Génica 

Al tratarse de un proceso complicado, el cierre del CA se encuentra constituido por diversos 

mecanismos que, a su vez son regulados por una gran variedad de genes, tal y como se muestra en la 

Tabla 3 (Waleh et al., 2015). 

 

Tabla 3. Genes que se encuentran asociados con el cierre del conducto arterioso, modificado de 

Waleh et al. 

Acción\Mecanismo en 

el que interfiere 
Genes involucrados 

Señalización Ca2+ 
CACNA1G/Cav3.1, ATP2A3/SERCA, CACNA1C/CaV1.2, CACNB2/Cavβ2, 

RHOB, ROCK1 

Canales de K+ 
ABCC9/SUR2B, KCNA2/Kv1.2, KCNB1/Kv2.1, KCNS3/Kv9.3, KCNJ8/Kir6.1, 

KCNA5/Kv1.5 

Proteínas contráctiles 
ACTA2, CNN1/Calp, MYH11/SM1, MYH11/SM2, MYLK, MYOCD/mio, 

TPM1/Trop 

Señalización de la 

Endotelina 
EDNRA/EtA-rec, EDNRB/EtB-rec, ECE1 

Señalización de 

prostaglandinas 

CYP8A/PTGIS, PTGER4/EP4, PTGS1/COX1, SLCO2A/PG trans, PDE1B, PDE3B, 

PTGS2/COX2, PDE4D 

Señalización de Oxido 

Nítrico 
NOS3/Enos, PDE5A 

Inflamación y 

remodelación 

AGTR2, EPAS1/HIF2α, SMARCA4/BRG1, TGFB1/TGFβ1, AGTR1, BMP4, IGF1, 

ILK, JAG1, MAPK1/ERK2, PDGFB/PDGF-B cad, TFAP2B/TFAP2β, FN1,  

PTPN11, TRAF1 

 

Lewis, menciona a síndromes dismórficos de un solo gen, asociados con PCA como: SMADIP1 (Mowat-

Wilson), PTPN11 (Noonan), TBX5 (Holt-Oram), FLNA (heterotopia ventricular), TFAP2β (Chaar), 

entre otros. 
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Por mencionar algunos genes, existe una gran variedad que codifican las proteínas miofibrilares y los 

que se asocian con la diferenciación muscular, por ejemplo, el gen MYH11 que codifica la cadena 

pesada de miosina; o RHOB, que codifica para RhoB GTPasa (Stoller et al., 2012). 

Por otro lado, los canales iónicos son el resultado de la expresión de genes como TASK-1 y ABCC9 

(por mencionar algunos), que son esenciales para la formación y el funcionamiento adecuado del 

canal de K+; otro ejemplo son las bombas de Na+/K+ donde interfieren genes como ATP1B1 entre 

muchos otros. El gen EDN1 codifica para la endotelina-1, que tiene una expresión significativa en el 

CA; así como se ha encontrado un incremento en la expresión de AGTR1 (receptor de angiotensina 

II), en neonatos. En la ruta de las PG, se han estudiado genes implicados como: PTGER4, PTGS1, PTGS2 

(por ejemplo). Se han encontrado niveles elevados de su traducción horas después del nacimiento 

(Stoller et al., 2012). 

 

 

Figura 8. Estructura “CRYSTAL” de la proteína EPAS1. 

 

Sin embargo, uno de los genes más estudiados es TFAP2β, que se encuentra asociado con PCA no 

sindrómica (Stoller, 2012). Este gen es mencionado por Hsieh y otros autores, como uno de los 

factores de transcripción que juegan un rol importante en el cierre del CA. Se han encontrado 

polimorfismos relacionados con la falla del tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos, al igual 

que en EPAS1 (otro importante factor de transcripción) (Dagle et al., 2009). 

Equipos de trabajo como el de Ivey (2008), Hajj (2012), y Dagle (2009), han profundizado en el 

estudio de la asociación de EPAS1 con la PCA (reportando polimorfismos), concluyendo que el papel 
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de este gen incluye el refinamiento del potencial de transactivación de TFAP2β  mediante la 

regulación negativa de la unión de ADN a este factor de transcripción (a través del dominio 

bHLH/PAS); además de ser un posible regulador transcripcional de ET-1 (durante el desarrollo en el 

músculo liso ductal) y al mismo tiempo regula su expresión en células del músculo liso vascular. 

 

Figura 9. Ubicación del gen EPAS1 en el cromosoma 2, URL4. 

 

I.4. EPAS1 

También conocido como MOP2, PAS2D, BHLHE73, ECYT4, HLF y HIF2α, es el gen que codifica el factor 

inducible a hipoxia 2α (HIF2α). Este factor de transcripción está involucrado en la inducción genes 

regulados por el Oxígeno; su expresión aumenta a medida que los niveles de oxígeno disminuyen 

(Figura 8). 

 

 

Figura 10. Dominios específicos de la proteína EPAS1 (Modificado de Wigerup et al., 2016). 

 

I.4.1. Antecedentes 

Este gen se ubica en la banda 21 del brazo corto del cromosoma 2 (2p21) (Figura 9). De acuerdo con 

la plataforma GenBank, UniProt y GenAtlas, contiene un total de 89.3 kb (89,300 pb) de las cuales solo 

5148, se transcriben. Consta de 16 exones, codificando una proteína formada por 870 aminoácidos 

(a.a.) (Figura 10). 
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De acuerdo con la base de datos UniProt ®, EPAS1 forma heterodímeros con ARNT que se unen en la 

secuencia de ADN 5’-RCGTG-3' (en el promotor) (Figura 11), en los elementos de respuesta hipoxia 

(HRE, por sus siglas en inglés), de acuerdo con Downes et al. (2018), EPAS1 regula aproximadamente 

1,454 genes; uno de ellos es el factor de crecimiento vascular endotelial, conocido como VEGF por lo 

que se encuentra implicado en el desarrollo de los vasos sanguíneos y del sistema tubular pulmonar. 

Por lo que EPAS1 está asociada a procesos como la angiogénesis, la remodelación de vasos 

sanguíneos, maduración celular, desarrollo de la placenta y pulmones, por mencionar algunas 

funciones. Por otro lado, a nivel molecular actúa como ADN vinculante con la acetiltransferasa y otros 

factores de transcripción, es activador y forma heterodímeros.  

De acuerdo a GenAtlas y GenBank, se expresa en la mayoría de los tejidos; sin embargo, se han 

reportado niveles elevados en células endoteliales de placenta, pulmón, hígado y corazón. 

 

 

 
 

Figura 11. Estructura del factor de transcripción EPAS1 como heterodímero con ARNT, 

Modificado de Wu et al., 2016. 

 

 

I.4.2. Familia dominio PAS/ bHLH 

La subunidad 1 de la proteína PAS que se expresa en el endotelio (EPAS1, por sus siglas en inglés), 

pertenece a un grupo de factores de transcripción del dominio basic-helix-loop-helix (bHLH) o PAS 

(PER-ARNT-SIM), presentes en animales y plantas; este dominio consta de dos motivos alfa altamente 

conservados. Los miembros de esta familia permiten una respuesta hipóxica rápida sin la necesidad 
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de sintetizar proteínas de novo, a través de continua transcripción y traducción de los factores HIFα 

(HIF1α, HIF2α y HIF3α), seguidos de una rápida degradación a través de mecanismos como la 

ubiquitinación. Sin embargo, cuando la tensión de oxígeno desciende, este proceso se inhibe y los 

HIFαs se estabilizan, promoviendo su heterodimerización y así, activar la expresión de otros genes 

(Figura 12). Esta familia además de estar regulados por la metilación dependiente de oxígeno, son 

regulados post-traduccionalmente por modificaciones en residuos alterando su actividad (Tian et al., 

1996; Tian et al., 2019; Downes et al., 2018). 

 

 

 

Figura 12. Ruta de Señalización de los genes HIFα. Modificado de wikipathways, URL5. 
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I I .  P L A N T E A M I E N T O  D E L  P R O B L E M A  

 

Actualmente, las cardiopatías son la principal causa congénita de muerte reportada en 

neonatos a nivel mundial y en México, siendo la PCA una de las más frecuentes; sin 

embargo, al ser un padecimiento de tipo multifactorial no se ha profundizado en el 

análisis de todos los posibles factores genéticos, dentro de los cuales se encuentra EPAS1, 

del que autores como Ivey (2008), Dagle (2009), Bökenkamp (2010) y Hajj (2012), han 

descrito variantes en pacientes que presentan dicha cardiopatía. Este factor de 

transcripción activa a una gran variedad de genes en repuesta a señales hipóxicas y se 

encuentra implicado en la angiogénesis y en la remodelación de vasos sanguíneos que 

son mecanismos involucrados en el cierre del conducto arterioso. 
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I I I .  J U S T I F I C A C I Ó N  

 

La PCA es una cardiopatía que puede provocar complicaciones graves en los recién nacidos y en 

la etapa adulta, por lo que resulta de suma importancia estudiar los mecanismos involucrados en 

su desarrollo. 

 

Aunque se trata de un padecimiento de origen multifactorial, la consideración de factores 

moleculares involucrados con esta afección (a su vez referida con una compleja señalización), tal 

como EPAS1 que, al ser sensible a variaciones en el nivel de oxígeno se encuentra estrechamente 

relacionado con el cierre del CA, permitiría ampliar el panorama etiopatogénico de dicha 

enfermedad. 

 

Pese a que la PCA ha sido estudiada, son pocos los casos con recurrencia familiar y no sindrómicos 

reportados, por lo que el análisis de casos familiares brinda la oportunidad para indagar en el factor 

genético que puede estar relacionado con este padecimiento. 

 

Es por ello, que en este trabajo se planteó un estudio exploratorio de búsqueda de variantes en el 

gen EPAS1 a través del análisis por HRM y secuenciación capilar de toda la región exónica del 

gen, empleando como modelo el análisis de 2 casos familiares. Los resultados obtenidos permitirán 

aportar información sobre la relación de este gen con la presencia de PCA no sindrómica, y 

proponer la búsqueda de las variantes encontradas en un mayor número de casos para así evaluar 

su potencial como posibles marcadores biológicos y/o blancos terapéuticos de la enfermedad. 
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I V .  H I P Ó T E S I S  

 

 

 

Sí el gen EPAS1 está implicado en procesos claves para el cierre del conducto arterioso, entonces se 

encontrarán variantes genéticas en dicho gen que afecten su funcionamiento o estructura en los casos 

familiares de PCA. 
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V .  O B J E T I V O S  

 

 

G e n e r a l  

 

Analizar variantes en la secuencia genética de EPAS1 para establecer una posible relación con PCA 

no sindrómica en casos de recurrencia familiar. 

 

 

P a r t i c u l a r e s  

 

⤜ Analizar los exones de EPAS1 mediante HRMA, PCR punto final y Secuenciación de Sanger. 

⤜ Identificar variantes y su impacto en las secuencias mediante análisis bioinformático.  

⤜ Determinar si existe una relación entre las variantes encontradas y el desarrollo de PCA. 
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V I .  M E T O D O L O G Í A  

 

Las muestras utilizadas fueron recolectadas previamente, del mismo modo el proceso de extracción 

de ADN genómico y su cuantificación se realizó tiempo atrás. Se mantuvieron almacenadas a -20°C 

hasta su uso. Las secuencias de los cebadores o primers utilizados para HRMA y PCR, se muestran en 

el anexo 1. 

 

 
Figura 13. Esquema general de la metodología empleada. 

 

VI.1. Amplificación de los exones 

⤜ HRMA 

Esta técnica permite identificar variantes de un sólo nucleótido (también conocidos como SNP) en el 

ADN y de esta forma agrupar las secuencias en clusters basándose en la longitud, contenido GC y 

complementariedad de las bases. Está fundamentada en la PCR tiempo real, y posibilita detectar 

variaciones en la secuencia al medir los cambios en la hibridación de ADN bicatenario (Tylor, 2009). 

Consiste en la amplificación de una región específica en presencia de un fluoróforo intercalante, que 

se activa al unirse a ADN bicatenario, posteriormente es sometido a un aumento gradual de la 

temperatura; a medida que el ADN es desnaturalizado, la fluorescencia desciende. Este cambio en la 

fluorescencia es medido y con ello se genera la curva característica de "melting".  
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La reacción fue montada de acuerdo a las indicaciones del kit de Precision Melt SupermixTM de Bio-

Rad® (tabla 4). Cada muestra, así como los controles se analizaron por duplicado. 

 

 

Tabla 4. Reactivos y volúmenes correspondientes para el análisis por HRMA. 

REACTIVO VOLUMEN (µl) 

MasterMix 6.25 

Primer Forward [20 pmol/µl] 1.25 

Primer Reverse [20 pmol/µl] 1.25 

H2O  1.75 

ADN [25 ηg/µl] 2.00 

Volumen Final de Reacción 12.5 

 

 

 

Para continuar, se utilizó el equipo CFX96 -también de Bio-Rad®-, mediante el programa de 

amplificación y desnaturalización indicado (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Programa de amplificación y desnaturalización utilizado para el ensayo de HRM. 
 

A) Reacción de PCR (amplificación), B) Desnaturalización mediante un aumento gradual de la 

temperatura (0.2°C cada 10 segundos), en esta etapa se midió la señal emitida por los 

fluoróforos. 
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Posteriormente se analizan los archivos obtenidos mediante el software Precision Melt Analysis® 

Software v1.3 de Bio-Rad®; donde se logran observar los distintos clusters en los que las muestras 

han sido agrupadas. Se procedió a realizar PCR de secuenciación de las dos muestras con el porcentaje 

de confiabilidad más alto encontrados en cada cluster.  

 

⤜ PCR punto final  

Se realizó la amplificación de los exones que no fue posible amplificar por HRMA, como es indicado 

por el kit HotStarTaq® MasterMix de QIAGEN (Tabla 5), mediante el programa e indicaciones que 

sugiere el fabricante (Figura 15). Sólo para el exón 1, se utilizó el reactivo 7-Deaza-2'-deoxyguanosina 

(Tabla 6). 

 

 

Tabla 5. Reactivos y volúmenes para la amplificación por PCR punto final. 

REACTIVO VOLUMEN (µl) 

HotStarTaq 6.25 

Primer Forward [10 pmol/µl] 1.25 

Primer Reverse [10 pmol/µl] 1.25 

H2O 1.75 

ADN [25 ηg/µl] 2.00 

Volumen Final de Reacción 12.5 

 

 

Tabla 6. Reactivos y volúmenes para la amplificación por PCR punto final con 7-Deaza-2'-
deoxyguanosina. 

REACTIVO VOLUMEN (µl) 

HotStarTaq 12.5 

Primer Forward [10 pmol/µl] 2.50 

Primer Reverse [10 pmol/µl] 2.50 

H2O 2.50 

ADN [25 ηg/µl] 4.00 

7-Deaza [2.5 pmol/µl] 1.00 

Volumen Final de Reacción 12.5 

 

 

Para comprobar si la amplificación se había llevado a cabo correctamente, los productos de reacción 

se sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% con buffer TAE 1x. 
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Figura 15. Programa utilizado para la PCR punto final. 

 

 

 

 

VI.2. Purificación Enzimática 

Se busca eliminar las impurezas (primers y dNTPs) en los productos de reacción resultantes del 

HRMA y de la PCR punto final; por lo que fueron purificados con la exonucleasa ExoSAP-IT® (USB 

Corporation) (Tabla 7), siguiendo las indicaciones del fabricante (Figura 16). 

 

 

Tabla 7. Reactivos y volúmenes para la reacción de purificación. 

REACTIVO VOLUMEN (µl) 

Producto de PCR o HRM 2.00 

H2O 4.00 

ExoSAP-IT 1.00 

Volumen Final de Reacción 7 
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Figura 16. Programa utilizado para purificación con exonucleasa. 

 

 

 

VI.3. Reacción de Secuenciación 

Posterior a la purificación, se llevó a cabo la PCR de secuenciación, que se realizó con el kit BigDye® 

v3.1 Terminator Sequencing Cycle de Applied Biosystem (Tabla 8), repitiendo el programa (Figura 

17) por 40 ciclos. 

 

Tabla 8. Reactivos y volúmenes para PCR de secuencia. 

REACTIVO VOLUMEN (µl) 

Producto purificado con ExoSAP-IT 7.00 

BigDye® 3.1 2.00 

Primer Forward o reverse [3.2 pM] 1.00 

ddH2O 7.00 

Buffer de reacción 3.00 

Volumen Final de Reacción 20.0 
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Figura 17. Programa utilizado para la PCR de secuencia. 

 

VI.4. Purificación en columna 

Para eliminar los dNTPs que no se incorporaron en la PCR de secuencia, el producto obtenido se filtra 

a través de columnas de sefarosa del kit Dye Ex 2.0 spin® de QIAGEN. 

 

VI.5. Secado y Rehidratación 

Los productos purificados se deshidrataron totalmente por medio de un desecador rotatorio 

y con vacío, para posteriormente hidratarlas con formamida, con el fin de prevenir la 

evaporación del ADN durante el proceso de secuenciación.  

 

VI.6. Secuenciación de Sanger 

Para desnaturalizar el ADN y evitar su renaturalización, los productos fueron sometidos a un choque 

térmico, llevándolos a una temperatura de 96°C durante 5 minutos, y posteriormente fueron 

colocados en un cooler que se encontraba a -20°C. 

La secuenciación se llevó a cabo en el equipo 3130 Genetic Analizer de Applied Biosystems, utilizado 

el polímero POP7 del mismo fabricante.  
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VI.7. Análisis Bioinformático  

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con los electroferogramas resultantes para comprobar 

que la base fue correctamente asignada por el equipo, mediante el programa BioEdit v.7.0.5. 

En seguida, las secuencias depuradas fueron evaluadas por medio de Blastn (Basic Local Alignment 

Search Tool, nucleotide) del NCBI (National Center for Biotechnology Information) (URL6), con el 

objetivo de buscar variantes en el gen EPAS1 al alinearlas con la secuencia consenso del gen 

estudiado.  

Para comprobar si los polimorfismos encontrados habían sido reportados previamente por otros 

autores, fueron examinados con el software Database of Single Nucleotide Polymorphism (dbSNP) 

del NCBI (URL7). 

Con el fin de determinar si existe un efecto de las variantes en la estructura proteica, se realizó un 

análisis con la herramienta Mutalyzer 2.0.29 (URL8), que clasifica a la variante analizada como 

sinónimas o no sinónima.  

Posteriormente, el posible impacto de las variantes no sinónimas fue estimado mediante la aplicación 

PolyPhen-2 (URL9), que predice si el cambio encontrado genera una alteración patogénica o benigna 

en la proteína; Por otro lado las variantes sinónimas fueron evaluadas mediante el programa Human 

Splicing Finder 3.0 (URL10), que integra matrices de detección propias y externas de sitios de 

splicing, puntos de ramificación, secuencias reguladoras de splicing, etc. detectando ruptura de sitios 

aceptor y donador de splicing canónicos, creación de sitios donadores y aceptores alternativos, 

ruptura del punto de ramificación, creación de silenciadores (ESS) y eliminación de potenciadores 

(ESE, por sus siglas en inglés).  

Además, se utilizó RNAfold (URL11) para determinar si las alteraciones restantes tenían algún 

impacto en la estructura secundaria del ARNm, al comparar los diferentes posibles plegamientos 

obtenidos mediante el análisis de la secuencia consenso y de la secuencia que contenía la alteración. 

  



 

35 

 

V I I .  R E S U L T A D O S  

 

VII.1. Búsqueda de variantes por HRMA  

Se analizaron los exones 6, 8, 10, 11, 12, 13 y 15 de EPAS1 en los miembros de ambas familias, ya que 

durante la estandarización de esta técnica fueron los que, de un total de 16, se obtuvo una 

amplificación adecuada. 

Con ayuda de las curvas de desnaturalización normalizadas proporcionadas por el software (Figura 

18), se logró inferir si las muestras analizadas contenían variantes al compararse con muestras 

control, ya que esta herramienta asocia a las muestras en grupos o clusters con base en los patrones 

que sus secuencias sigan. 

 

 
Figura 18. Curva Normalizada de Melting. 

 

Ejemplo de la Curva Normalizada de melting obtenida del Exón 12, se pueden observar dos 

clusters diferentes. 
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Posteriormente, fueron secuenciadas dos muestras representativas de cada cluster, con base en el 

porcentaje de confianza proporcionado por el mismo programa (Tabla 9). 

 

 

Tabla 9. Clusters identificados por el software de HRMA. 

Exón Clusters identificados 

6 1 

8 1 

11 2 

12 2 

13 1 

15 1 

 

 

VII.2. Búsqueda de variantes por PCR punto final  

Los exones 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 10, 14 y 16 de cada muestra problema, fueron amplificados mediante PCR 

punto final, y por medio de un gel de agarosa al 1.5% (Figura 19) se corroboró su amplificación. 

 
Figura 19. Resultado de la electroforesis en el Gel de agarosa 1.5%. 

 

En el ejemplo se muestra la amplificación del exón 16 de EPAS1 para los miembros de ambas familias. 
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VII.3. Secuenciación 

Una vez comprobada la amplificación adecuada de los exones por PCR punto final, y haber 

seleccionado las muestras de HRMA, los amplicones fueron sometidos a secuenciación capilar, 

obteniendo sus correspondientes electroferogramas (Figura 20) y secuencias en formato FASTA, 

para así comenzar con la asociación entre el fenotipo y el genotipo de los sujetos estudiados (Tabla 

10). 

 

 

 
Figura 20. Fragmento del electroferograma obtenido de la secuenciación capilar del exón 5 de 

EPAS1, del miembro II-8 de la familia 2. 

 

 

Cada variante identificada tiene una incidencia variable respecto a las demás, además de que no todos 

los sujetos afectados con PCA presentan las mismas variantes. 

En el caso de la familia I la mayoría de las variantes se encuentran en los sujetos que presentan este 

padecimiento. Por otro lado, la distribución de los polimorfismos que presentan los miembros de la 

familia II, no permite la fácil correlación entre en genotipo y fenotipo, ya que se encontraron sujetos 

que, aunque padezcan la afección presentan un mínimo de variantes, y lo opuesto, miembros que, 

aunque exhibieron un gran número de variantes no desarrollaron PCA. 
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Tabla 10. Asociación entre el fenotipo y las variantes encontradas. 

Variante \ Sujeto 

Familia I Familia II 

I-1 I-2 II-1 II-2 II-3 I-1 I-2 II-2 II-3 II-4 II-5 II-6 II-7 II-8 

NG_016000.1:g.63732A>C               

NG_016000.1:g.63738C>G               

NG_016000.1:g.63741C>T               

NG_016000.1:g.63741_63742InsT               

NG_016000.1:g.63742C>T               

NG_016000.1:g.77567T>A               

NG_016000.1:g.84086G>A               

NG_016000.1:g.84113T>A               

NG_016000.1:g.84131C>G      ◼  ◼  ◼    ◼ 

NG_016000.1:g.86414G>C               

NG_016000.1:g.88008G>A               

NG_016000.1:g.89554T>C               

NG_016000.1:g.89590G>C         ◼ ◼     

NG_016000.1:g.92114C>G               

Número de variantes halladas 
8/ 

10 

3/ 

10 

8/ 

10 

8/ 

10 

8/ 

10 

9/ 

12 

10/

12 

6/ 

12 

6/ 

12 

5/ 

12 

10/

12 

11/

12 

9/ 

12 

3/ 

12 

 

 

 Heterocigoto 

◼ Homocigoto 

 

En las celdas de color amarillo se presentan los individuos afectados de la familia I y en verde los de la  

familia II. 



 

39 

 

VII.4. Análisis Bioinformático  

Se encontraron 12 variantes que no afectan la secuencia de aminoácidos en el producto proteico final 

(tabla 11): 

 
 

Figura 21. Electroferograma en Fw del exón 11, perteneciente a II-6 de la familia II. Dentro del 

marco se encuentra la variante NG_016000.1:g.86414G>C/rs7598371. 

 
De acuerdo a los algoritmos de predicción utilizados, se encontraron 4 variantes sinónimas que a 

pesar de representar una ruptura, creación o alteración en los sitios ESS y/o ESE intrónicos, no 

producen ningún impacto en el proceso de splicing; 2 de estas variantes interfieren, con los puntos 

de ramificación. Y sólo el SNV rs7598371 (Figura 21) ha sido reportado con anterioridad por el 

equipo de Yu en el 2016, asociado a la hipertensión pulmonar a gran altitud. 

 
 

Figura 22. Electroferograma en Fw del exón 9 correspondiente a miembros de la familia II. 

 

Dónde: a) es I-1 homocigoto y b) I-2 heterocigoto, indicando la variante 

NG_016000.1:g.84131C>G o rs7557402. 
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Tabla 11. Evaluación de variantes sinónimas en dbSNP y HSF 3.0. 

Variante 
Código 

de dbSNP 
Localización 

Human Splicing Finder 

Transcripto 

NG_016000.1:g.63732A>C rs535860790 

Intrón (corriente 

abajo Exón 3) 

Sin probable impacto en splicing 

c.218-18A>C 

NG_016000.1:g.63738C>G rs202210836 

Intrón (corriente 

abajo Exón 3) 

Sin probable impacto en splicing 

c.218-12C>G 

NG_016000.1:g.63741C>T rs75984373 

Intrón (corriente 

abajo Exón 3) 

Sin probable impacto en splicing 

c.218-9C>T 

NG_016000.1:g.63741_63742InsT No reportada 
Intrón (corriente 

abajo Exón 3) 

Sin alteración significativa en el splicing 

c.218-9_218-8insT 

NG_016000.1:g.63742C>T No reportada 
Intrón (corriente 

abajo Exón 3) 

Sin alteración significativa en el splicing 

c.218-8C>T 

NG_016000.1:g.77567T>A No reportada 
Intrón (corriente 

arriba Exón 7) 

Ruptura de un sitio ESS intrónico, sin probable 

impacto en el splicing. 

c.886+35T>A 

NG_016000.1:g.84086G>A No reportada 
Intrón (corriente 

abajo Exón 9) 

Mutación intrónica que afecta los puntos de 

ramificación/branching. 
 

Ruptura de un sitio ESS intrónico, sin probable 

impacto en el splicing. 
 

Creación de un sitio ESE intrónico, sin probable 

impacto en el splicing. 

c.1035-52G>A 

NG_016000.1:g.84113T>A No reportada 
Intrón (corriente 

abajo Exón 9) 

Mutación intrónica que afecta los puntos de 

ramificación/branching. 
 

Ruptura de un sitio ESS intrónico, sin probable 

impacto en el splicing. 
 

Creación de un sitio ESE intrónico, sin probable 

impacto en el splicing. 

c.1035-25T>A 

NG_016000.1:g.84131C>G rs7557402 
Intrón (corriente 

abajo Exón 9) 

Ruptura de un sitio aceptor WT, alteración 

potencial en el splicing. 

c.1035-7C>G 

NG_016000.1:g.86414G>C rs7598371 
Intrón (corriente 

arriba Exón 11) 

Ruptura de un sitio ESS intrónico, sin probable 

impacto en el splicing. 
 

Creación de un sitio ESE intrónico, sin probable 

impacto en el splicing. 

c.1554+48G>C 

NG_016000.1:g.88008G>A rs1884760160 Exón 12 

Alteración de un sitio ESS exónico, posible 

alteración en el splicing. 

c.1737G>A 

NG_016000.1:g.89554T>C No reportada 
Intrón (corriente 

abajo Exón 14) 

Sin alteración significativa en el splicing 

c.2173-20T>C 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs535860790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs202210836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs75984373
https://mutalyzer.nl/name-checker?description=NG_016000.1%28EPAS1_v001%29%3Ac.218-9C%3ET
https://mutalyzer.nl/name-checker?description=NG_016000.1%28EPAS1_v001%29%3Ac.218-9_218-8insT
https://mutalyzer.nl/name-checker?description=NG_016000.1%28EPAS1_v001%29%3Ac.218-8C%3ET
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Por otro lado, la variante rs184760160 es reconocida como una alteración en un sitio ESS exónico, 

ocasionando posiblemente una alteración en el splicing. El SNP rs7557402 (Figura 22) se identificó 

como la ruptura de un sitio aceptor silvestre, implicando una alteración potencial en el splicing. De 

acuerdo a la plataforma ClinVar (URL12) ambas variantes, aunque asociadas a la eritrocitosis 

familiar, son interpretadas como benignas. No obstante, rs184760160 (Figura 23) sólo es reportada 

como una variante heterocigota en los pacientes estudiados por Dinardo & col. 

 

 

 
 

Figura 23. Electroferograma en Fw del exón 12 que corresponde al individuo II-3 de la familia II. 

Se encuentra señalado NG_016000.1:g.88008G>A/ rs184760160. 

 

 

 

Fueron halladas 6 variantes de significado incierto bajo el análisis bioinformático, aunque, cabe 

mencionar que 3 de estas han sido previamente descritas: El polimorfismo rs75984373 (Figuras 24 

y 26), se encuentra asociado a policitemia de gran altitud, causada por hipoxia arterial persistente y 

deterioro ventilatorio (Zhao et al., 2017); La variante rs202210836 (Figura 24), es reportada en 

ClinVar como probablemente benigna pero asociada a la eritrocitosis familiar. Sin embargo, aunque 

el SNP rs535860790 se encuentra registrado en el sitio web del NCBI, no contiene información sobre 

este. 
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Figura 24. Electroferograma en Fw donde se encuentran los SNPs: NG_016000.1:g.63738C>G 

NG_016000.1:g.63741C>T, NG_016000.1:g.63741_63742InsT, y NG_01600.1:g.63742C>T. 
 

Electroferograma Fw del exón 3 perteneciente a I-2 de la familia I, dónde se señala: En amarillo 

NG_016000.1:g.63738C>G/ rs202210836, mientras en morado NG_016000.1:g.63741C>T/ 

rs75984373, NG_016000.1:g.63741_63742InsT, y NG_01600.1:g.63742C>T. 

 

 

Aunque en las variantes del exón 3, evaluadas con HSF 3.0 no mostraron impacto alguno en el splicing, 

se puede observar en el diagrama de los sitios potenciales de splicing del mismo exón (Figura 27), 

obtenido del mismo sitio web, que la parte de la secuencia afectada (Figuras 24, 25 y 26) coincide con 

un sitio marcado como un aceptor natural y potencial de splicing.  

 

 

 

Figura 25. Inserción de T entre las bases 63741 y 63742 en el gen EPAS1. 
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Figura 26. Electroferogramas del exón 3 de la familia II: NG_016000.1:g.63741C>T, 

NG_016000.1:g.63741_63742InsC, y NG_01600.1:g.63742C>T. 
 

Electroferogramas en Fw del exón 3 perteneciente a la Generación filial 1 de la familia II, dónde a) es I-1 

y b) es I-2. En el recuadro se encuentran señaladas: NG_016000.1:g.63741C>T/ rs75984373, 

NG_016000.1:g.63741_63742InsC, y NG_01600.1:g.63742C>T. 

 

 

Además, las alteraciones registradas en el exón 3, fueron evaluadas con el programa RNAfold, dónde 

se encontró que estas variantes producen cambios en el plegamiento del ARNm, y la energía requerida 

para la formación de estas posibles estructuras es menor que para formar la estructura silvestre. 

 

Por otra parte, el SNP encontrado en el exón 14 (Figura 28) que también fue sometido al análisis in 

silico con RNAfold (Tabla 12), demostró alterar el plegamiento del ARNm; y se encontró la energía 

requerida para la formación de estas posibles estructuras es ligeramente mayor que para formar la 

estructura que no presenta alteraciones (Anexo 2). 
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Figura 27. Diagrama de los Sitios potenciales de splicing perteneciente al exón 3 de EPAS1. 
 

Se observa remarcado el sitio que corresponde a la secuencia afectada en los miembros de 

ambas familias. La secuencia es ACCCCCCCCC. Modificado de la plataforma HSF 3.1. 

 

 

 

 
 

Figura 28. Electroferograma en fw del exón 14 correspondiente a II-5 de la familia II. Se encuentra 

resaltado NG_016000.1:g.89554T>C. 
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Tabla 12. Evaluación de variantes sinónimas en RNAfold. 

Mutación Posición 
Plegamiento de ADN 

Silvestre Alterada 

NG_016000.1:g.89554T>C Exón 14 

6 posibles plegamientos 

G= -103.9 a 

-107.6 kcal/mol 

10 posibles plegamientos 

G= -99.5 a 

-104.3 kcal/mol 

 

 

 

 

 
 

Figura 29. Electroferograma Fw del exón 16 perteneciente a I-1 miembro de la familia I. Se observa 

NG_016000.1:g.92114C>G/ rs765994211 dentro del recuadro amarillo. 

 

 

 

Tabla 13. Evaluación de variantes no sinónimas en dbSNP y Polyphen 2.0. 

Variante  
Código de identificación 

de dbSNP  
Cambio  Efecto (score)  

NG_016000.1:g.89590g>C  No reportada  Gly730Ala  Benigna (0.001)  

NG_016000.1:g.92114C>G  rs765994211  Ala823Gly  
Posiblemente Maligna 

(0.770)  
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Figura 30. Alineamiento de secuencias múltiple de un fragmento de EPAS1. 

 

Dónde se observa que Ala del cambio A823G (rs765994211) es un aminoácido conservado en diferentes 

organismos. 

 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 31. Alineamiento de secuencias múltiple de un fragmento de EPAS1.  Se observa que el 

residuo G del cambio G870A es un aminoácido poco conservado en diferentes organismos. 

 

Por otra parte, se identificaron 2 variantes que provocan cambios en la secuencia de aminoácidos en 

la proteína (Tabla 13): Se encontró que el polimorfismo rs765994211 (Figura 29), es considerado 
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como posiblemente maligno ya que el aminoácido Ala es un residuo altamente conservado (Figura 

30); mientras la otra variante, que no ha sido registrada con anterioridad, arrojó un score muy bajo 

en PolyPhen2, por lo que su efecto es descrito como benigno; la conservación del aminoácido Gly, se 

encuentra poco conservada (figura 31). De acuerdo a la secuencia proteica, ambas variaciones no se 

encuentran relacionadas con ningún dominio específico de la proteína (Figura 32). 

 

 
 

Figura 32. Secuencia de aminoácidos de la proteína EPAS1. 
 

Se encuentran remarcados los dominios: bHLH -azul (14-67), PAS1 -salmón (84-154), PAS2 - verde (230-

300) y PAC -lila (304-347). Sobre las líneas punteadas se encuentran regiones importantes como: sitio de 

unión a ADN -rojo (26-53), sitio requerido para la heterodimerización con ARNT -amarillo (171-192), NTAD 

-cian (496-542) y CTAD –verde claro (830-870). Por otra parte, dentro del círculo amarillo se puede ver el 

cambio A823G, y en azul G730A. 
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V I I I .  D I S C U S I Ó N  

 

EPAS1 ha sido asociado a lo largo de su análisis a padecimientos como la eritrocitemia/policitemia, 

hipertensión pulmonar, mal de montaña crónico y dolor de cabeza de gran altitud, principalmente; 

estos padecimientos son provocados al exponerse a condiciones hipóxicas donde se ha relacionado 

con alteraciones en la frecuencia cardiaca, vasodilatación cerebral, sobreperfusión de lechos 

microvasculares y la respuesta transcriptómica de dicho gen bajo estas condiciones; de hecho, existen 

diversos estudios (humanos y murinos) entorno a sujetos que habitan en lugares ubicados a una 

elevada altura respecto al nivel del mar, por ejemplo: la población de la meseta tibetana, donde han 

comprobado que EPAS1 ha sufrido alteraciones para adaptarse a un entorno con bajos niveles de O2 

(Li et al., 2019; Pouling et al., 2002; Schweizer et al., 2019; Zhao et al., 2017). 

Como puede observarse en los resultados presentados, los SNPs: rs184760160, rs7557402, 

rs75984373 y rs202210836, se encuentran asociados con el aumento del nivel de eritrocitos. De 

acuerdo con ClinVar, estas variantes son descritas como benignas para la eritrocitosis familiar y/o la 

policitemia, al conllevar a un deterioro en la función adecuada de EPAS1. Sosteniendo esto, Zhao & 

col. (en su estudio realizado en la población tibetana), encontraron que rs75984373 además de otras 

SNVs en este gen embotan la respuesta eritropoyética durante la hipoxemia, pues EPAS1 es el 

principal regulador de la EPO bajo estas condiciones. Este mecanismo adquirido por los habitantes 

del Tíbet, es de gran ayuda ya que, al habitar en un ambiente con poco oxígeno, les brinda acceso a 

una mejor calidad de vida en este entorno. No obstante, dicho impacto no es igual de fructuoso para 

individuos en otras circunstancias, dónde alteraciones en este factor de transcripción ocasionan que 

no ejecute su propósito adecuadamente, impidiendo o alterando su papel en mecanismos como la 

diferenciación, angiogénesis, vasoconstricción y/o remodelación de vasos sanguíneos (Dinardo et al., 

2013, Peng et al., 2017). 

En el estudio realizado por del equipo de Peng (2017), la respuesta hipóxica de Epas1 fue evaluada 

en diferentes tejidos de ratones Knockout dónde observaron que la regulación de la enzima 

convertidora de angiotensina I (ACE, por sus siglas en inglés), se redujo significativamente en los 

pulmones y el corazón en los ratones heterocigotos (Epas1(+/-)), manifestando menor hipertrofia y 

menor presión arterial pulmonar. Esta enzima es un regulador clave de la tensión arterial, genera el 

péptido vasoconstrictor angiotensina II que, a su vez, induce la producción y migración de las CML, 
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además impele la adhesión de monocitos y neutrófilos a las células endoteliales, que son mecanismos 

importantes para el cierre del CA (Hung et al., 2018) 

 

 

 
Figura 33. Versión simplificada de la vía HIF en una célula, con un enfoque en aspectos específicos 

(inhibidores, factores de transcripción HIF y genes blanco posteriores). 

 

En un nivel normal de O2 los HIFs son degradados por ubiquitinación. Durante la hipoxia la 

ubiquitinacion de los HIFs se interrumpe y estos activan los HREs, modificado de Graham et al., 2019. 

 

 

Algo similar ocurrió con el VEGF, al encontrar una baja expresión en los pulmones y corazón; este 

factor es blanco de EPAS1, y juega un papel importante en la angiogénesis (Peng et al., 2017). 

Muchos de estos genes blanco incrementan el transporte de O2 a tejidos hipóxicos por medio de la 

maduración de eritrocitos y control de la actividad transcripcional durante la angiogénesis (Figura 

33) (Graham et al., 2019).  
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Por otra parte, la SNV rs7598371 ha sido asociada a la hipertensión pulmonar a gran altitud; en esta 

afección se lleva a cabo la remodelación vascular y vasoconstricción de los vasos pulmonares, estos 

mecanismos inducidos por la respuesta a niveles bajos de O2, se ven alterados como consecuencia de 

cambios en EPAS1 (Yu et al., 2016; Grimminger et al, 2017; Younget al., 2019).  

El análisis del gen EPAS1 realizado en 2 familias con integrantes diagnosticados con PCA, permitió la 

identificación de algunos polimorfismos previamente descritos y asociados a determinados fenotipos, 

así como el hallazgo de variantes que aún no han sido descritas.  

VIII.1. Variantes no sinónimas  

Las variantes encontradas implican un cambio de aminoácido Gly por Ala y viceversa. La Glicina es un 

aminoácido polar neutro, y es el más sencillo al tener como radical “R” un hidrógeno (H), este maneja 

un P.I. de 5.97 a pH neutro, además posee una alta solubilidad (249.9 g/L); mientras la Ala 

considerado el aminoácido menos no polar, siendo su radical el grupo CH3 por lo que se considera 

alifático, cuenta con un P.I. de 6.01 y una solubilidad de 167.2 g/L (Damodaran et. al, 2019).  

Como se observa en la tabla 12, el análisis in silico realizado muestra que la sustitución en la posición 

823 de Ala por una Gly, provoca una alteración posiblemente dañina, al ocurrir en un sitio conservado 

evolutivamente (Figura 30); al contrario del cambio de Gly por Ala en la posición 730, que se muestra 

menos conservado (Figura 31). Ambas variantes encontradas manifiestan una sustitución que incluye 

estos aminoácidos, al ser muy similares gracias a las características que les brindan sus respectivos 

grupo R, no provocarían teóricamente, un cambio significativo en la función de la proteína. 

Cabe señalar que, aunque ambas alteraciones no se encuentran en un dominio especifico de la 

proteína (Figura 32), la variante en la posición 823, se ubica muy cerca del sitio de transactivación C-

terminal (CTAD, por sus siglas en inglés), que se encuentra en toda la familia HIFs, y que manifiesta 

un alto grado de conservación en organismos tanto procariontes como eucariontes; este sitio CTAD, 

es hidroxilado en condiciones de normoxia al promover la interacción con el coactivador p300-CBP e 

inducir la transcripción (OMIM, URL13). 

 

VIII.2. Variantes sinónimas  

Las variantes sinónimas son reportadas como alteraciones en la secuencia de ADN que no generan un 

impacto directo en la secuencia de a.a. de la proteína. Con el tiempo se ha propuesto y verificado que 

estos cambios en codones sinónimos, pueden llegar a provocar una alteración biológica importante, 
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al afectar puntos importantes en el empalme, perturbar la estabilidad de ARNm ya sea modificando 

la eficiencia y velocidad de la traducción, así como la precisión de su plegamiento y alterando la 

conformación de proteínas. Más de 50 padecimientos humanos han sido asociados con Variantes 

sinónimas (Burh et al., 2016; Hunt et al., 2014; Eilbeck et al., 2017).  

Se realizó un análisis in sillico para verificar si las variantes encontradas afectaban el proceso de 

“corte y empalme” o Splicing, que consiste en remover los intrones y unir las secuencias exónicas 

flanqueantes del pre-ARNm, para producir ARNm maduro. Este complicado proceso bioquímico 

requiere de una complejo riboproteíco conocido como spliceosoma, que cataliza reacciones de 

transesterificación, al reconocer elementos que actúan en cis. El grado de similitud para cada uno de 

estos elementos en un pre-ARNm, aunado a su posición, determinan su impacto en el splicing, pues, 

mientras más semejantes sean al consenso reportado y mejor posicionados se encuentren, serán más 

fácilmente reconocidos por la maquinaria de empalme (Martínez et al., 2015; Lee et al., 2015). Se 

encontró que 6 de las variantes sinónimas presentes, estaban ubicadas en sitios relacionados con el 

proceso de empalme. 

 

 

 

 

Figura 34. Regulación por factores de splicing de unión al ARN. 
 

La unión de factores de splicing (SF) específicos a potenciadores intrónicos o exónicos (ISE y ESE, 

respectivamente), promueve la inclusión del exón, mientras que la unión de dados factores de 

splicing (SF) a silenciadores de empalme intrónicos o exónicos (ISS y ESS, respectivamente) inhibe 

el empalme del exón. Modificado de Gallego et al., 2017. 
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Existen secuencias relativamente cortas y conservadas, necesarias para definir un el proceso de 

splicing, las cuales pueden estimular o inhibir el reconocimiento de sitios de splicing débiles, mejor 

conocidas como potenciadores y silenciadores (SE y SS respectivamente, por sus siglas en inglés) 

(Figura 34) (Bali et al., 2015; Hunt et al., 2014; Gallego et al., 2017). 

Se detectó que los SNPs c.86+35T>A, c.1035-52G>A, c.1035-25T>A, rs7598371 representaban 

alteraciones en los sitios ESE y ESS intrónicos que, a su vez no refieren un impacto en el splicing, 

mientras que la variante rs1884760160 sí genera una perturbación en el splicing al alterar un sitio 

ESS exónico. Las variantes que se encuentran en estos sitios tienen el potencial de provocar el 

desequilibrio de algunas isoformas de ARNm funcional, aumentando o disminuyendo los niveles 

necesarios para la célula en cuestión y, por otro lado, pueden activar otros sitios de splicing vecinos 

generando mensajeros aberrantes, los cuales producirán a su vez proteínas no funcionales (Hunt et 

al., 2014, Martínez et al., 2015). 

 

 

 

Figura 35. Branching. 
 

En la secuencia de ramificación, el grupo OH- especifico de adenina lleva a cabo un ataque 

nucleofílico (SN2) sobre el enlace fosfodiéster del sitio de empalme 5’ (o sitio donador) del exón 

que lo antecede, con el fin de liberarlo y formar un intermediario constituido por el intrón que los 

unía en forma de lazo o lariat conectado al exón siguiente, para que posteriormente el exón libre 

se ligue con el sito de empalme 3’ (sitio aceptor) del exón perteneciente al intermediario por 

medio otra reacción SN2 y así liberar la secuencia intrónica para posteriormente ser degradado. 

Modificado de Lee et al., 2015. 
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Los SNPs c.1035-52G>A y c.1035-25T>A además, repercuten en la secuencia de ramificación o 

Branchpoint (Figura 35). Esta es una secuencia intrónica que antecede el inicio del exón, además se 

encuentra flanqueada por una región rica en residuos de pirimidina; este branchpoint contiene una 

secuencia conservada, importante para el reconocimiento del spliceosoma y, a su vez la formación de 

intrones lariat o lazo, con una secuencia consenso que difiere ligeramente entre especies. Las 

mutaciones reportadas en la secuencia de ramificación, especialmente en la adenina puede provocar 

un splicing inadecuado, resultando en desordenes genéticos (Chiang et al., 2017; Martinez et al., 2015; 

Lee et al., 2015). 

Por otra parte, la variante rs7557402 de acuerdo al análisis realizado con HSF, provoca una alteración 

potencial, ya que representa la ruptura del sitio aceptor (o 3’) (Figura 35), lo que sugiere que la 

sustitución de C por G localizada en el intrón corriente abajo del exón 9, causaría, una falla en la 

ligación entre el exón 8 y el exón 9 de EPAS1 repercutiendo en la secuencia del ARNm, y por lo tanto 

del producto proteico final. 

 

VIII.3. Variantes de significado incierto  

Dentro de las variantes sin sentido, se encontró que 5 de estas se encuentran en un fragmento de 10 

pb del intrón corriente abajo del exón 3, a menos de unas 20pb de la zona codificante. La región 

ACCCCCCCCC (63732 - 63742pb) se superpone parcialmente al sitio aceptor de splicing del Ex. 3 

(Figura 27). En este fragmento de la secuencia, se encontró una inserción de T entre las posiciones 

63741 y 63742, lo que podría significar que no se lleva a cabo correctamente el empalme, alterando 

la ligación del exón 2 con el 3; este exón codifica para el dominio PAS1, que de acuerdo al sitio web 

Interpro (URL14), está involucrado en la heterodimerización con proteínas de la misma familia, por 

lo que significaría que se ve afectada la función de la proteína (Wu, 2016).  

La sustitución de C>T en la posición 89554 fue evaluada para comparar los cambios que provoca en 

la estructura secundaria del ARNm, encontrando que el número de posibles plegamientos aumenta, 

y la energía necesaria para que esto se lleve a cabo disminuye, por lo que esta conformación se ve 

favorecida, lo que podría alterar el proceso de transcripción, ya que los cambios en este tipo de 

estructura pueden alterar la unión de componentes ribonucleícos en algún paso de la vida de un 

ARNm e influenciar la expresión génica. Los mecanismos por los cuales la estructura secundaria del 

ARNm regula la expresión génica comprende prácticamente cada paso del proceso de expresión de 
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genes, incluidas la transcripción, splicing, traducción y degradación, así como en la estabilidad de la 

misma molécula (Bali et al., 2015).  

 

VIII.4. Relación Genotipo ⧿ Fenotipo  

A lo largo del análisis de la PCA, se ha clasificado como PCA no sindrómica o PCA1, PCA2 (asociada 

con el síndrome de Chaar y el gen TFAP2b) y la PCA3 (vinculada con el gen PRDM6); El hallazgo de 

las variantes en EPAS1 en dos familias diferentes afectadas por PCA no sindrómica, muestra que: 

En ambas familias, se encontró una variante en un sitio exónico altamente conservado, provocaría la 

pérdida de función del alelo dañado, siendo que la expresión del alelo normal no sea suficiente para 

cubrir la demanda de esta proteína como factor de transcripción durante el proceso de cierre del CA, 

por lo que podría hablarse de haploinsuficiencia (Jackson et al., 2018). Esta SNV no se encuentra 

presente en todos los individuos afectados por PCA por lo que no se puede afirmar que esta sea la 

causa de dicha afección. Sin embargo, cabe recordar que la PCA al tener diferentes grados de impacto, 

podría relacionarse siempre y cuando en los individuos que tuvieran la variante presentaran una PCA 

con un grado mayor de complejidad que en los que no fue encontrada.  

 

VIII.4.1. Familia I  

 El análisis del gen EPAS1 realizado a los 5 integrantes de esta familia, de los cuales 4 (I-1, II-1, II-2, 

II-3) refirieron PCA, donde al tratarse de una enfermedad autosómica dominante se estima que al 

menos el 50% de los descendientes se encontrarían afectados (Jakson et al., 2015) (Figura 36), 

permitió la identificación de algunas variantes que se presentaron principalmente en los miembros 

que padecen o padecieron dicha enfermedad. 

En esta familia, se logró detectar un total de 10 variantes, de las cuales los sujetos afectados por PCA 

presentaron una media de 8, sin embargo, no todos manifestaron las mismas variantes (Tabla 10). 

Considerando que no todos los polimorfismos encontrados provocan un daño significativo en la 

expresión o regulación génica, y que, además los individuos no presentan el mismo patrón de SNVs, 

se debe tener presente que la PCA es una enfermedad que resulta de la compleja interacción de 

múltiples genes, así como de factores ambientales, por lo que es complicado determinar los cambios 

genéticos causales de la afección. 
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Figura 36. Diagrama de pedigrí de la Familia I. 

 

 

No obstante, el impacto de una SNV en un gen puede ser pequeño, pero en presencia de otras 

variantes en localizadas en otros genes y en un contexto ambiental particular, puede incrementar el 

riesgo de padecer una enfermedad (Jackson et al., 2018). 

 

VIII.4.2. Familia II  

De acuerdo a la Tabla 10 se puede observar que, aunque la generación filial I no refleja el fenotipo, el 

padre (I-1) notificó tener un hermano afectado por PCA. Por otro lado, no hay informes sobre la madre 

(I-2) que determinen haber tenido parentesco con personas que presenten la enfermedad, pero se 

sospecha que pudiera haber antecedentes familiares de dónde se presenten alteraciones del gen 

EPAS1 sin que estuviera informada al respecto, ya que se encontró un número mayor de variantes en 

ella, que en el padre.  

A lo largo de la búsqueda de las variantes en esta familia (Tabla 10), fueron ubicadas 12 variantes. Sin 

embargo, la relación entre estas y el fenotipo de los miembros resulta opaca, ya que algunos 

individuos afectados por la enfermedad de interés, son portadores de menos anomalías que los no 

afectados, siendo el caso de II-8 y el caso contrario el II-5. 



 

56 

 

Como se muestra en el pedigrí (Figura 37), el tipo de herencia en esta familia refleja una transmisión 

autosómica recesiva, contrario a lo reportado por la literatura. Sin embargo, en el 2002, el equipo de 

Mani, planteo la posibilidad alternativa dónde se pueda atribuir a loci individuales con un efecto 

significativo, pero con una penetrancia reducida de tal manera que dentro de una familia determinada 

casi todos los sujetos albergarían mutaciones en el mismo locus de la enfermedad, pero solo una 

fracción de los individuos que heredan el alelo de riesgo desarrollarán el padecimiento; lo que podría 

de cierta forma justificar que los individuos con PCA no sean en la mayoría de los casos los que 

presenten un mayor número de anomalías. Sin embargo, no hay que perder de vista que los resultados 

del estudio de Mani realizado en el norte de Irán, basados en el loci 12q24, sugieren que la PCA de 

herencia autosómica recesiva con penetrancia reducida es más común en la descendencia de uniones 

consanguíneas.  

 

 

Figura 37. Diagrama de pedigrí de la Familia II. 

 

De igual forma que en el caso de la Familia I, se debe considerar que la expresión y regulación de 

ciertos polimorfismos es el reflejo de la determinación multifactorial con contribuciones de múltiples 

genes o factores ambientales. Además, existe la posibilidad de que la compleja interacción de estos 

elementos juegue un papel, donde el resultado sea una afección que, aunque carezca de 

manifestaciones clínicas, se encuentre presente, como lo puede ser el CA silente, para este caso. 
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I X .  C O N C L U S I O N E S  

 

Con base en los resultados del estudio realizado al gen EPAS1 se puede concluir que: 

 

⤜ La variante sin sentido rs765994211 es considerada posiblemente maligna al localizarse cerca de 

un sitio muy conservado evolutivamente.  

 

⤜ Los SNPs rs184760160, rs7557402, c.1035-52G>A y c.1035-25T>A, alteran los procesos de 

empalme y ramificación, así como un sitio aceptor de splicing, por lo que podrían perjudicar 

aspectos o características importantes del ARNm.  

 

⤜ En la región ACCCCCCCCC (63732 - 63742pb) que corresponde al sitio aceptor de splicing del 

exón 3, se encontraron 4 sustituciones y una inserción, lo que probablemente produzca una 

alteración en la función de la proteína, al impedir una correcta ligación exónica.  

 

⤜ De acuerdo al análisis in sillico, la sustitución c.2173-20T>C provoca posibles alteraciones en la 

estructura secundaria del ARNm.  

 

⤜ Aunque los polimorfismos rs184760160, rs7557402, rs75984373 y rs202210836, resultan 

benéficos para la eritrocitemia familiar, pues embota la función de EPAS1 que es el gen 

responsable, afectan mecanismos en los que es esencial la participación de dicho gen como: 

proliferación, diferenciación, angiogénesis y vasoconstricción.  

 

⤜ Las variantes encontradas, al igual que otras reportadas en la literatura, podrían truncar la función 

de EPAS1, afectando posiblemente su papel como factor de transcripción involucrado en diversos 

mecanismos, que a su vez resultan imprescindibles para el correcto cierre del conducto arterioso.  

 

⤜ De un total de catorce variantes detectadas, ocho tienen presencia en ambas familias y aunque 

no se puede afirmar que alguna de estas sea determinante para truncar el cierre del CA, permite 

pensar que existe una relación entre la PCA no sindrómica y EPAS1, considerando la complejidad 

que existe en cualquier cardiopatía congénita. 
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 X I I .  A N E X O S   

 

XII. 1. Anexo 1. Cebadores utilizados para secuenciación de EPAS1. 

 

Exón Sentido Secuencia Tm Teórica (°C) 

1 
Forward 5'-GACGGAGTTTTTAAAGTGGGCTG-3' 

67.8 
Reverse 5'-AGCACTCTTCTCCCAACCACTCT-3' 

2 
Forward 5'- TAACCTTTCCGGGACTAACCC-3' 

62.2 
Reverse 5'-GGTCCCCTGCATATAGGAACAT-3' 

3 
Forward 5'-CAGATGGTTGGCAGTATGCG-3' 

64.4 
Reverse 5'-GGCATTTGCAGGGAGAGGTC-3' 

4 
Forward 5'-CCACAGGTGCTAAGAGAGCA-3' 

67.8 
Reverse 5'-CTGATGTTGCCCTACCTTCCA-3' 

5 
Forward 5'-GTGTTGATGGCAGACCACAG-3' 

66.3 
Reverse 5'-GGTCAGACATGGAGCCGAGA-3' 

6 
Forward 5'-GTCCCAGGTGTAGGGTAACG 

62.2 
Reverse 5'-CACACACACAGGTAAGACCCA-3' 

7 
Forward 5'-GGAACAACAGGGGTTTGGT-C' 

64.4 
Reverse 5'-CCACTCAAGGCCACATACCA-3' 

8 
Forward 5'-CATGCGATCTGCTGAGCCT-3' 

67.8 
Reverse 5'-CCCCACATACCCTGCACCAA-3' 

9 
Forward 5'-AACAGGATCCGAAACAGACATACA-3' 

64.4 
Reverse 5'-ATAGTAAGAACTCTTCCCAGCCCC-3' 

10 
Forward 5'-CTTAGGGCCTTCTCTGCGGTTTTT-3' 

57.3 
Reverse 5'-ACTCTAGGGGGCTCTGTGATAACC-3' 

11 
Forward 5'-ACTCTGTCCCCCTCCTTCCTGGC-3' 

66.3 
Reverse 5'-GGCCAAACGTCTCCACTGCTCTTT-3' 

12 
Forward 5'-TGTCTCCCCTCAGACGGATTTCAA-3' 

64.4 
Reverse 5'-TACTAGTGGGTGCCTCTCGGTTCG-3' 

13 
Forward 5'-GCCTTTTGGGTCTTTGAGTCATCA-3' 

62.2 
Reverse 5'-CCACATCCCCACCCCTCTCAGCA-3' 

14 
Forward 5'-GCCAGCAAGTGCCAGCCCTGTTC-3' 

66.3 
Reverse 5'-CTCCCGAGCCCCAGTCCTTCCA-3' 

15 
Forward 5'-AAGGTTGGCTGTAGTTCTGGTGAC-3' 

54.9 
Reverse 5'-ACTGTGCAGACGCTGGAAAAAAA-3' 

16 
Forward 5'-TATCCCCCAGTCACAAAGAAGTAG-3' 

53.1 
Reverse 5'-CAAAATTTAAGAACATTTCAGAACA-3' 
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XII. 2. Anexo 2. Estudio con RNAfold. 

Resultados del análisis in silico de los posibles plegamientos del exón 14 de una secuencia 

consenso. 
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Resultados del análisis in sillico de los posibles plegamientos del exón. 14 de la secuencia 

alterada. 
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