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RESUMEN 
 

La conexión anómala total de venas pulmonares (CATVP) en nuestro 

país es una de las Cardiopatías Congénitas (CC) complejas más 

frecuentes, en población hispana la incidencia es 7.9 veces mayor que 

en población anglosajona. Su etiología aún no se conoce con certeza; 

no obstante, se han reportado algunas familias con la CC y herencia 

autosómica dominante, autosómica recesiva y ligada al cromosoma X. 

La CATVP también ha sido asociada a múltiples variantes génicas, 

presentando una amplia heterogeneidad y particularmente en las 

poblaciones latinas incluyendo la mexicana no existen reportes de genes 

que pueden causarla. 

La búsqueda de genes candidatos, en general se puede hacer de forma 

masiva, cuando se desconocen los genes causales y se basa en el uso de 

técnicas de secuenciación masiva o dirigida, considerando los genes y 

secuencias previamente descritos o con alta sospecha secundario a su 

función, siendo de utilidad los paneles o secuenciaciones de tipo Sanger 

de genes sospechosos. Al respecto se encontró una familia 

consanguínea tío-sobrina y dos hijos concordantes para la CATVP, 

Previamente nuestro grupo de investigación realizo un estudio de 

mapeo de autocigosidad en la familia para determinar la presencia de 

variantes en genes recesivos localizando una región homocigota en el 
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locus 4q13 y un gen candidato EPHA5, sin que se asociara previamente 

a CATVP.   

JUSTIFICACIÓN: En México las CC son responsables del 55% de 

las defunciones por malformaciones en niños menores de un año, la 

CATVP es más frecuente en nuestro medio que en otras poblaciones y 

es causa de tratamiento médico y quirúrgico obligatorio. Sin embargo, 

se sabe poco respecto a las causas genéticas, particularmente en 

poblaciones no caucásicas. Al encontrar variantes asociados a su 

desarrollo, seremos capaces de proponer el estudio genético de las 

familias mexicanas con afectados de CATVP y proporcionar 

asesoramiento adecuado.   

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: La alta incidencia en 

nuestra población, así como la recurrencia observada en distintas 

familias sugieren una influencia genética importante en la etiología de 

la CATVP, es por ello por lo que la descripción de los genes asociados 

puede modificar de manera importante el manejo de las familias 

afectadas al poder determinar riesgos de recurrencia basados en el 

genotipo de los pacientes. Al momento actual no se ha descrito ningún 

gen asociado a CATVP en poblaciones latinas o mexicana. 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN: ¿Existirán variantes génicas 

que pudieran explicar el desarrollo de CATVP en una familia 

mexicana? 
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PREGUNTAS SECUNDARIAS: ¿Existirán variantes en el gen 

EPHA5 en la familia índice?, ¿Existirán variantes en otros genes que 

pudieran relacionarse con el desarrollo de la CATVP aislada, en la 

familia índice?  

OBJETIVO GENERAL: Determinar si existen variantes en el 

genoma de una familia mexicana que pueda explicar la presencia de 

CATVP. 

OBJETIVOS SECUNDARIOS: 1.- Determinar variantes patogénicas 

en el gen EPHA5 en una familia consanguínea de pacientes con 

CATVP. 2.- Identificar variantes en la región 4q13 y otras regiones 

génicas que pudieran explicar la presencia de CATVP. 

HIPÓTESIS: Existen variantes génicas patogénicas asociadas a la 

CATVP en una familia mexicana. A) Existen variantes patogénicas de 

pérdida de función en el gen EPHA5 en el propósito. B) Existen 

variantes patogénicas en otros genes previamente descritos asociados a 

la patología en el propósito. C) Existen variantes patogénicas en genes 

previamente no asociadas a la patología en el propósito. 

MATERIAL Y MÉTODOS: Se realizó una búsqueda dirigida de 

variantes del gen EPHA5 del propósito mediante reacciones en cadena 

de polimerasa (PCR) y secuenciación Sanger para los 18 exones del gen 

EPHA5. De manera simultánea se procedió a una búsqueda de genes 

candidatos mediante barrido genómico que incluyó un panel 
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cardiovascular de 380 genes asociados a CC y secuenciación de exoma 

completo en el paciente afectado.  

ANÁLISIS: Para cada variante descubierta de acuerdo a sus 

características se consultaron bases de datos (The Genome Aggregation 

Database (gnomAD), 1000 genomes, Exome Variant Server (EVS), 

HapMap, dbSNP, etc.) lo cual permitió conocer su novedad y 

frecuencia. Para predecir el potencial patogénico de la variante se 

utilizaron las plataformas Mutation Taster, DANN, FTHMM MKL 

Coding y FTHMM MKL no Coding. La conservación de la proteína se 

estudió mediante alineamiento en la plataforma Ensembl genome 

browser 95 entre el genoma humano de referencia GRCh38 y genomas 

de 10 especies diferentes. En variantes comunes y que no suponían una 

relación patogénica directa se determinaron las frecuencias alélicas y 

genotípicas en población mexicana cuando estaban disponibles. 

RESULTADOS: La búsqueda dirigida no revelo variantes patogénicas 

en las regiones codificantes del gen EPHA5. El panel cardiovascular no 

mostró alteraciones en los 380 genes previamente descritos asociadas a 

cardiopatías congénitas. Se descubrió una variante probablemente 

patogénica en el gen MID1 del propósito mediante secuenciación de 

segunda generación (NSG), revelo una transición de 608G>A, que 

genera un cambio de arginina por glutamina en la posición 206 de la 

proteína y que resulta en una mutación de sentido equivocado 

previamente descrita en dos mujeres latinas sanas en el gen MID1, 

afectando al dominio b-box 2 y por lo tanto la función proteica, El 
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fenotipo es concordante con el SO.  La madre del paciente es portadora 

de la mutación. 

CONCLUSIÓN: Se encontró una nueva variante probablemente 

patogénica en MID1 c.608G>A asociada al síndrome de Opitz tipo I. 

PALABRAS CLAVE: Conexión anómala total de venas pulmonares, 

Búsqueda de genes candidatos, secuenciación de siguiente generación.  
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MARCO TEÓRICO. 
 

GENERALIDADES 

 

Las cardiopatías congénitas (CC), se definen como aquellos 

trastornos estructurales o funcionales del corazón o los grandes vasos y 

son el defecto congénito más común al nacimiento, con una incidencia 

que varía en el mundo entre 6 y 19 por cada mil nacidos vivos1, en 

México, si bien no existen cifras oficiales, se estima que las CC, se 

presentan en 6 a 8 por cada mil nacidos vivos2,3, lo cual representa 

alrededor de 12,000 casos por año4,5. Las estadísticas de mortalidad 

presentadas por el Instituto Nacional de estadística, Geografía e 

informática (INEGI), demuestran que las CC abarcan aproximadamente 

el 12.5% de las causas de muerte de los niños menores de 1 año6 . A 

pesar de que la mortalidad global en este grupo de edad ha disminuido 

notablemente desde el año 1990 cuando inicio su documentación en el 

país, las CC, no han presentado una disminución significativa a pesar 

de tratamientos quirúrgicos y médicos más avanzados.6 (figura 1). 

  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 mismas se 

conecten directamente a los sistemas de venas o drenen en el atrio 

derecho y tiene un índice de mortalidad del 85% en el primer año sin 

tratamiento quirurgico7. De acuerdo a la clasificación de Darling, la 
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CATVP se divide por el sitio de desembocadura de las venas 

pulmonares8, siendo la variante más frecuente la forma supracardiaca, 

abarcando aproximadamente el 50% de los casos9, 10 .  

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%11, con una incidencia variable en diversas poblaciones, 

afectando aproximadamente a 2.5 por cada 100,000 recién nacidos 

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

hispanos12, principalmente en varones10. 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 

Fallot13. La CATVP ocupó el cuarto lugar dentro de los procedimientos 

quirúrgicos para corrección de CC realizados en México en el periodo 

2011-201213, no obstante, las 3 primeras cardiopatías intervenidas 

corresponden a formas simples de CC.  
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6,317

Mortalidad en menores de 1 año 2017 (25,456)

Ciertas afecciones originadas en el período 
perinatal

Malformaciones congénitas, deformidades y 
anomalías cromosómicas

Accidentes

Influenza y neumonía

Septicemia

Enfermedades infecciosas intestinales

Desnutrición y otras deficiencias nutricionales

Enfermedades del corazón c

Infecciones respiratorias agudas

Enfermedades cerebrovasculares

Tumores malignos

Enfermedades del esófago

Insuficiencia renal

Íleo paralítico y obstrucción intestinal sin hernia

Epilepsia

Enfermedades del hígado

Agresiones
3,471 Muertes por 

Cardiopatías congénitas. 

A 

B C 

Figura 1. Mortalidad en menores de un año en México. A) Mortalidad por causa de muerte 
en menores de un año 2017, nótese 6,317 muertes por malformaciones congénitas, de las 

cuales 3,471 corresponden a Cardiopatías congénitas. B) Mortalidad general en menores de 

un año 1990-2017, se aprecia una disminución significativa en este rubro a lo largo del 

tiempo, mismo que contraste con la  Mortalidad por cardiopatías congénitas en menores de 

un año 1990-2017 ©, misma que incluso se ha incrementado. 
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En el Hospital Infantil de México “Federico Gómez” se reciben 

aproximadamente 40 casos nuevos anuales, la mayoría de los casos 

reportados son de presentación aislada (68%), con predominancia en el 

sexo masculino (61%), lo cual es concordante con la literatura10. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Tabla 1 Clasificación de Darling para la Conexión anómala total de venas pulmonares (Modificado de Attie; 
et. Al) 
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DESARROLLO EMRIONARIO 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 pericitos14,  a 

través de la expresión de factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), 

integrinas, colágeno, cadherinas vasculares endoteliales y factores de 

crecimiento vascular endotelial, entre otras14. 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 gestación15.  

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

desarrollo de la VPC10 y se consideran tres posibles mecanismos para 

explicar su origen embrionario, basándose en estudios patológicos: 

agenesia, involución y atresia, siendo esta última la causa menos 

frecuente16.  
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BÚSQUEDA DE GENES CANDIDATOS. 

Para la búsqueda de genes candidatos existen dos formas de 

abordaje general, de acuerdo con la existencia de información sobre un 

gen o genes que pudieran ser asociados con la etiología de la patología 

o no. Cuando se identifica  un gen o genes que pueden relacionarse de 

manera previa, ya sea por reportes en ciencias básicas, reportes de casos 

o asociación fisiopatológica (la función del gen justifica el desarrollo 

de la enfermedad), se pueden realizar estudios de búsqueda dirigida 

(EBD), mientras que si no se cuenta con esta sospecha deberán de 

realizarse estudios de barrido genómico (EBG), los cuales permiten 

tener una hipótesis libre, es decir desconocer en su totalidad el gen o 

locus asociado17–19. Cada uno de los abordajes tiene ventajas y 

limitaciones (tabla 2). 

ESTUDIOS DE ASOCIACIÓN GENÉTICA 

BUSQUEDA DIRIGIDA BARRIDO GÉNICO 

Basada en hipótesis  Hipótesis libre 

Costo bajo Costo alto al requerir estudios 

moleculares complejos 

Interpretación sencilla (solo se 

analizan las secuencias 

previamente propuestas)  

Interpretación compleja (Se 

analizan grandes regiones 

génicas o genoma completo) 

Menos falsos positivos Más falsos positivos 

Tabla 2. Características de los estudios de asociación genética. 

Si se opta por EBD, generalmente se realiza una reacción en 

cadena de polimerasa (PCR) y secuenciación subsecuente de acuerdo 

con las características del gen, siendo de elección la de punto final 

(Sanger), que permite observar la composición nucleica de la región 
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comprendida entre 2 oligonucleótidos cebadores (primers) elegidos o 

diseñados por el investigador. Una vez realizada la secuenciación las 

variantes encontradas deberán ser sometidas a análisis para determinar 

su papel en la etiología de la patología17,18.  

En el caso de los EBG, se desconoce cuál o cuáles genes están 

involucrados en la patología, y por tanto requieren el análisis de grandes 

segmentos del genoma con el uso de estudios moleculares capaces de 

ser utilizados para este fin. La elección de las pruebas moleculares 

requiere establecer una estrategia basándose en parámetros, como la 

cantidad de pacientes afectados en una población (GWAS), la 

existencia de un patrón de herencia en una familia dada (estudios de 

ligamiento o estudios de pérdida de homocigocidad), o incluso los 

recursos económicos y técnicos disponibles (secuenciación en paralelo 

de segunda y tercera generación).       

En la actualidad los estudios más utilizados son los de 

secuenciación de siguiente generación (NGS), en sus modalidades de 

panel génico, secuenciación de exoma y secuenciación del genoma 

completo. Los EBG tienden a tener costos más elevados y requieren una 

cantidad considerable de pruebas para el análisis de las variantes que 

pueden incluir análisis funcional in sílico, pruebas estadísticas 

poblacionales o experimentos más complejos como modelos en tejidos 

o animales, lo cual eleva la posibilidad en encontrar falsos 

positivos17,18,20,21.    
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Los estudios de búsqueda de genes candidatos en cualquiera de 

sus variedades permiten la identificación de variantes en la secuencia 

génica y desde el año 2017 se ha obligado a reclasificar las mismas de 

acuerdo al efecto sobre el producto génico, su expresión y 

principalmente su asociación en relación con la etiología de una 

patología determinada. De acuerdo con la Human Genome Variation 

Society (HGVS)22 y a las recomendaciones del Colegio Americano De 

Genética Médica y Genómica en asociación con el Colegio De 

Patología Molecular de estados Unidos23,24 , esta clasificación ordena 

a las variantes en 5 categorías: 

• Variable benigna o no patogénica (VNP): Tipo de cambio en la 

secuencia del ADN que no se ha asociado mediante estudios 

biológicos o in silico con cambios en la expresión o estructura del 

producto funcional y por ende no se relacionan con la etiología de 

una enfermedad. 

• Variable probablemente benigna o probablemente no 

patogénica (VPNP): Tipo de cambio en la secuencia del ADN que 

en la que la evidencia actual mediante estudios biológicos o in silico 

sugieren que no genera cambios en la expresión o estructura del 

producto funcional y por ende no se relacionan con la etiología de 

una enfermedad, sin embargo, aún se requieren más estudios para 

demostrarlo. 

• Variante de significado incierto (VUS): Tipo de cambio en la 

secuencia de ADN en la cual no se cuenta con ninguna evidencia 
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sobre el potencial patogénico de la misma, es común clasificar así a 

cambios que nunca se han descrito. La realización de estudios 

biológicos o in silico, permiten su reclasificación en otra categoría 

• Variante probablemente patogénica (VPP): Tipo de cambio en la 

secuencia del ADN que en la que la evidencia actual mediante 

estudios biológicos o in silico sugieren que genera cambios en la 

expresión o estructura del producto funcional y por ende se 

relacionan con la etiología de una enfermedad, sin embargo, aún se 

requieren más estudios para demostrarlo. 

• Variante patogénica (VP): Tipo de cambio en la secuencia del 

ADN que se ha asociado mediante estudios biológicos o in silico 

con cambios en la expresión o estructura del producto funcional y 

por ende se relacionan con la etiología de una enfermedad. 

Dentro de estas variantes patogénicas se pueden clasificar de 

acuerdo con la evidencia de patogenicidad como se describe en la 

tabla 3. Además, los criterios se combinan de acuerdo con las reglas 

de puntuación de la tabla 4, para elegir una clasificación del sistema 

de cinco niveles 24.  
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Tabla 3: Criterios de clasificación de las variantes patógenas 

 
-Evidencia de patogenicidad Categoría 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

PS1 Mismo cambio de aminoácido que una variante patógena previamente establecida, independientemente del cambio de 

nucleótido. 

Ejemplo: Val  Leu causada por G>C o G>T en el mismo codón 

Advertencia: cuidado con los cambios que afectan al empalme y no al nivel de aminoácidos/proteínas. 

PS2 De novo (confirmación tanto de la maternidad como de la paternidad) en un paciente con la enfermedad y sin antecedentes 

familiares 

Nota: La confirmación de la paternidad únicamente es insuficiente. La donación de óvulos, la maternidad subroga- da, los errores 

en la transferencia de embriones, etc., pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad. transferencia de embriones, etc., pueden 

contribuir a la no paternidad. 

PS3 Estudios funcionales bien establecidos in vitro o in vivo que apoyen un efecto perjudicial en el gen o producto génico. 

Nota: Los estudios funcionales que han sido validados y han demostrado ser reproducibles y sólidos en un entorno de laboratorio 

de diagnóstico clínico se consideran los más fiables. 

de diagnóstico clínico se consideran los mejor establecidos. 

PS4 La prevalencia de la variante en los individuos afectados aumenta significativamente en comparación con la prevalencia 

en los controles 

Nota 1: El riesgo relativo u OR, obtenido a partir de estudios de casos y controles, es >5,0, y el intervalo de confianza en torno a 

la estimación del riesgo relativo u OR no incluye 1,0. Véase el artículo para una orientación detallada. 

Nota 2: En los casos de variantes muy raras en los que los estudios de casos y controles pueden no alcanzar signifi- cación estadística, 

la observación previa de la variante en múltiples pacientes no relacionados con el mismo fenoti- po, y su ausencia en controles, puede 

utilizarse como nivel de evidencia moderado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Soporte:                                                 PP1 Cosegregación con enfermedad en múltiples miembros de la familia afectados en un gen definitiva- mente conocido 

como causante de la enfermedad. 

   Nota: Puede utilizarse como prueba más sólida con datos de segregación crecientes 

PP2 Variante sin sentido en un gen que tiene una tasa baja de variación sin sentido benigna y en el que las variantes sin sentido     

son un mecanismo común de enfermedad 

PP3 Múltiples líneas de evidencia computacional apoyan un efecto deletéreo en el gen o producto génico 

(conservación, evolución, impacto en el empalme, etc.) 

Advertencia: Dado que muchos algoritmos in silico utilizan los mismos datos o datos muy similares para sus predicciones, 

cada algoritmo no debe considerarse como un algoritmo un criterio independiente. El PP3 sólo puede utilizarse una vez en 

cualquier evaluación de una variante. 

PP4 El fenotipo del paciente o los antecedentes familiares son altamente específicos para una enfermedad con una única 

etiología genética 

PP5 Fuente reputada informa recientemente de que la variante es patogénica, pero el laboratorio no dispone de las pruebas 

para realizar una evaluación independiente 

 

 

 sitio activo de 

una enzima) sin variación benigna 

ación. 

 

región no 

repetida o variantes stop-loss. 

Ejemplo: Arg156His es 

patógeno; ahora se observa Arg156Cys 

 
 

Advertencias: 

 

  

de la proteína 

intacta. 

 

Fuerte: 
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Tabla 4. Reglas para combinar criterios para clasificar secuencias 

 
                                              Evidencia de patogenicidad                  Categoría 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

          Probablemente patogénico                          (i)     1 Muy fuerte (PVS1) Y 1 moderado (PM1-PM6) o 

(ii) 1 Fuerte (PS1-PS4) Y 1-2 moderada (PM1-PM6) o 

(iii) 1 Fuerte (PS1-PS4) Y ≥2 de soporte (PP1-PP5) OR 

(iv) ≥3 Moderado (PM1-PM6) o 

(v) 2 Moderado (PM1-PM6) AND ≥2 de soporte  

(PP1-PP5) o 

(vi) 1 Moderada (PM1-PM6) Y ≥4 de soporte  

(PP1-PP5) 

 
 
 
 

 

            Probablemente benigno             (i) 1 Fuerte (BS1-BS4) y 1 de soporte (BP1- BP7) o 

 (ii) ≥2 de soporte

  

 

 

a)  

b)

 

c)

(PP1-PP5) 

 

 

contradictorios 

Benigno  
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ETIOLOGÍA DE LA CATVP: 

 

Si bien se ha descrito la presencia de CATVP en asociación con 

diferentes síndromes genéticos bien definidos y por ende con variantes 

patogénicas en genes específicos1,25, en la mayor parte de los pacientes 

se presenta de forma aislada, es decir, la única característica clínica es 

la CC, haciendo sospechar una herencia multifactorial en donde 

factores ambientales y genéticos potencialmente favorecen la aparición 

de la misma, sin embargo ninguno de los 2 componentes se ha 

dilucidado del todo y solo en algunas ocasiones se ha podido confirmar 

de manera directa su relación con la malformación. La alta incidencia 

en poblaciones hispanas ha abierto la posibilidad de que la 

heredabilidad de la patología tenga un componente genético más alto.  

Dentro de los factores ambientales que se han descrito en la 

literatura se encuentran la exposición materna a solventes orgánicos25  

y recientemente asociado a obesidad materna con un OR de 3.6 en 

población mexicana26. 

En lo referente a las causas genéticas se han descrito 

previamente algunos genes con patrones de herencia identificables 

como se explica más adelante, sin embargo, debido a la gran 

heterogeneidad genética de la CATVP el descubrimiento de nuevas 

variantes genéticas sigue siendo una posibilidad latente, como la 
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variante que se describió en población mexicana, por este mismo equipo 

como proyecto de maestría. 

 

GENES CANDIDATOS PREVIAMENTE REPORTADOS 

ASOCIADOS A CATVP AISLADA: 

 

En lo que respecta al origen genético de la CATVP, existen 

pocos genes que se han podido asociar a la forma aislada de la 

enfermedad y en ningún caso se han descrito en población mexicana o 

latinoamericana. Se incluyen los siguientes: 

• 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)27,28. Esta 

localizado en 4q12, en las coordenadas genómicas 4:51,800, 000-

58, 500,000, cuenta con una forma de herencia autosómica 

dominante y penetrancia del 40%. TAPVR 1, 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 Escocia, con un efecto 

fundador claro.    
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• ANKRD1 (Ankyrin Repeat Domain-Containing Protein 1) Este gen, 

perteneciente 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 arterial. Clínicamente se ha asociado con CATVP y 

ateroesclerosis aortica e iliaca, con una forma de herencia 

autosómica dominante29–31. De igual manera en el año 2008 se 

determinó que un paciente reportado previamente con CATVP 

aislada y una translocación 10;21 t (10;21) (q23.1;q11.2), 

presentaba pérdida de función de este gen 31,32.  

 

• 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, 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 crónica30. Se logró 

asociar a la CATVP mediante modelos animales de pollo y ratón, 

en los que mutaciones con pérdida de función del mismo generaban 

la CC, utilizando estos modelos se determinó herencia autosómica 

dominante, expresividad variable y una penetrancia del 7%29,33,34.  
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• ZIC3 (Zinc Finger Protein Of Cerebellum 3) Gen localizado en 

Xq26.3, codifica para un factor de transcripción tipo dedo de zinc, 

contribuyendo a establecer la lateralidad corporal31. Presenta una 

herencia ligada al cromosoma X y al momento actual se ha asociado 

con una expresividad variable importante, 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 X35,36.  

 

• LOCUS 22q11. Asociado previamente a síndrome de deleción 

22q11, variantes en el número de copias (CNV), se han asociado 

con la presencia de CATVP sindromático y no sindromático en 

casos esporádicos del padecimiento, si bien la fisiopatología no ha 

sido explicada y no se asocia a genes específicos dentro de la 

región37. 

La búsqueda en la literatura muestra una serie de genes candidatos 

diversos, asociados estadísticamente a la patología, correspondientes a 

mutaciones puntuales (GXYLT1, HMGA2, SNAI1, VAV2, CST3, 

CLTCL1, ZDHHC8)38 y CNV´s39, descubiertos mediante secuenciación 

de siguiente generación, sin embargo, carecen de confirmación 

biológica en lo referente a la asociación de la variante con la CATVP. 

  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 
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en hermandades, con antecedentes de consanguinidad, sin embargo, 

hasta el año 2020, no ha sido descrito un gen que se asociara a la 

misma40,41.    

GENES CANDIDATOS PARA CATVP AISLADA, EN POBLACIÓN 

MEXICANA: 

A pesar de la alta frecuencia de esta patología en población 

latina y mexicana, no existen genes causales reportados en la literatura. 

En el año 2017, derivado del proyecto de maestría, se propuso al gen 

EPHA5 (Eph receptor A5), como un nuevo gen candidato para CATVP 

en población mexicana (Ver sección de antecedentes para más detalles), 

con base a su función y a su identificación en una región de alta 

homocigosidad en 4q13.1, mediante un estudio de barrido génico de 

tipo mapeo de autocigosidad por microarreglos de SNP´s. 

Los genes EPH, corresponden a receptores de efrina de tipo 

tirocin-cinasa y son una de las subfamilias de genes más grandes de 

receptores. Al contrario de lo que se supondría el prefijo EPH, no se 

refiere al ligando con el que interactúan (efrina), si no que proviene del 

inglés “Erythropoietin Producing human Hepatocellular carcinoma cell 

line” por el primer tejido en el que fueron descritos42. Esta familia, 

altamente conservada cuenta con 66 genes ortólogos43, incluidas 

especies como el ratón (Hek)44 y el pollo (Cek)45 y adicionalmente se 

caracteriza por tener una alta homología entre sus integrantes 46.  En el 

ser humano se identifican 16 parálogos, subdivididos en 2 familias con 

base a la estructura de sus dominios extracelulares en A y B42,47, todos 
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ellos con una alta homología en DNA complementario (tabla 5) (figura 

2). Los 16 receptores EPH interactúan con 9 ligandos correspondientes 

a efrinas, por lo que ya ha sido descrita la interacción de diferentes 

receptores con el mismo ligando y su coexpresión en distintos tejidos y 

funciones48. 

 

 

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% 

Tabla 5. Homología entre las proteínas codificadas por el gen EPHA5 y sus 

parálogos (cDNA)48. 
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Figura 2. 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.47. 

 

En lo que se refiere a su expresión los receptores Eph se 

encuentran en casi todos los tejidos humanos y se han asociado a 

funciones tan diferentes como adhesión y migración celular, desarrollo 

axonal49,50, desarrollo y plasticidad del sistema nervioso central51, 

sistema hipocampal52, angiogénesis y desarrollo cardiovascular53,54, 

establecimiento de los segmentos corporales, ya que se sabe que estos 

receptores se expresan en las somitas y rombómeros del embrión45,55, 

desarrollo de las extremidades45. 

EPHA5 se localiza en el locus 4q11 y está conformado por 18 

exones, presenta 6 isoformas por corte y empalme alternativo43. En lo 

que respecta a su estructura, al igual que los otros miembros de la 
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familia, este gen presenta 3 dominios funcionales: dominio catalítico de 

cinasa de tirosina intracelular, dominio transmembranal y dominio 

extracelular de unión a ligando44.  

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 

vida45,56, relacionándose con la plasticidad neuronal y de forma 

secundaria con diversas alteraciones en el comportamiento y 

discapacidad intelectual56–58.  De igual manera se ha involucrado a 

alteraciones en su función en la fisiopatología de la diabetes mellitus 

tipo 1 y tipo 2, ya que participa activamente en la función ventro-medial 

hipotalámica 57 y con la secreción de insulina en los islotes de las células 

beta pancreáticas59. Además, se ha demostrado su función con el 

metabolismo óseo, al participar como un activador de osteoclastos60 . 

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)61, por regulación a la baja debido a metilación 

en su promotor 62–64. Algunas neoplasias relacionadas incluyen el cáncer 

pulmonar61, prostático, adenocarcinoma ductal pancreático64, 

glioblastoma, cáncer de mama63 y colorectal65. 

Con respecto a su asociación con la CATVP, EPHA5 tienen una 

alta homología con EPHB2 que se ha asociado con angiogénesis y 
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diferenciación arterio-venosa temprana14,66,67. Por otro lado, en el 

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

receptores EPHA4, EPHA5 y EPHB247,66,68, que se puede explicar por 

la alta homología entre su dominio de unión a ligando48 (Tabla 5). 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 osteogénesis60.  Otro de sus 

parálogos, EPHB4, se co-expresa con la semaforina 3d (Sema3d), en la 

vena pulmonar primitiva de diversos vertebrados, si bien, no se ha 

descrito como parte de la etiología de la CATVP en humanos, se ha 

observado que ratones nulos (knock out) para Sema3d, no expresan 

tampoco el receptor de efrina B4 y el fenotipo resultante es esta CC69.  

Finalmente, en investigaciones recientes se ha demostrado la expresión 

de EPHA5, en estudios de proteómica en corazón adulto sano70. 
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ANTECEDENTES. 
  

En diciembre del año 2014 ingresó al servicio de cardiología del 

Hospital Infantil de México “Federico Gómez” un paciente de un año 

de edad, con diagnóstico de CATVP tipo I, con conexión a vena 

superior (Figura 3, Individuo V-4).  

El paciente fue producto de la quinta gesta de una pareja 

consanguínea (tío-sobrina), madre de 25 años sana (III,3), padre de 31 

años sano (IV1). El embarazo fue normal y el paciente fue obtenido a 

las 39 semanas de gestación por parto eutócico, peso al nacimiento de 

3.8 kg (percentil 90), talla 53 cm (percentil 90), Apgar 8/7, Silverman 

Anderson de 0. El desarrollo psicomotriz fue adecuado, con sostén 

cefálico a los 3 meses de edad, sedestación a los 6 meses, bipedestación 

11 meses. El diagnóstico de la CATVP ocurrió a los 7 meses de edad y 

fue sometido a cirugía a los 8 meses (figura 4). A la edad de 2 años 6 

meses la exploración física mostraba un peso de 13 kg (percentil 50), 

talla 90 cm (percentil 25), desarrollo psicomotor normal, frente amplia, 

hipertelorismo, cicatriz en línea torácica media, genitales masculinos, 

testículos en saco escrotal, meato urinario en situación normal, resto de 

la exploración sin datos relevantes; USG renal sin alteraciones. En sus 

antecedentes familiares se reportó un hermano mayor de 2 años 

fallecido en casa por complicaciones cardiovasculares, que era 

concordante para la cardiopatía y sitio de conexión (individuo V-5), la 

revisión del expediente clínico revelo que presentaba retraso leve en el 
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desarrollo psicomotriz, frente amplia e hipertelorismo, la talla era de 76 

cm (percentil <3), peso de 8.55 kg (percentil <3). Las otras hermanas 

del propósito fueron evaluadas (V1, V2 y V3) sin encontrar datos 

patológicos. 

El antecedente de consanguinidad y la herencia horizontal 

observada en la genealogía sugirió una herencia autosómica recesiva. 

Por lo anterior, se decidió hacer un estudio de análisis de pérdida de 

heterocigocidad (LOH).  

El estudio de LOH revelo regiones altamente homocigotas en la 

región 4q13.1, entre los SNPs rs12644315 y rs10017714 (Figura 5), 

sugiriendo la presencia del gen asociado en este locus. Tras el análisis 

de la región se concluyó que el gen EPHA5 podía estar asociado a 

CATVP basándose en sus características ya descritas anteriormente y a 

pesar de no estar descrita su asociación previamente en la literatura. 
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         Figura 3. Familia consanguínea, unión tío sobrina (III3 Y IV1), con dos hijos afectados (V4 y V5) 
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Figura 4. A) Ecocardiograma de V4 antes de la cirugía. La vista 
subcostal muestra las venas pulmonares (VP) conectando al seno 

coronario (CS). B) Vista subcostal en donde se aprecian el atrio 

derecho (RA) e izquierdo (LA) y el defecto atrio septal (flecha) 
con flujo-conexión derecha a izquierda. C) Ecocardiograma del 

propósito (V5) previo a la corrección quirúrgica, la vista 

supraesternal muestra las venas pulmonares (PV) desembocando 

en la vena vertical (VV) y se observa el colector de las venas 

pulmonares (PVC) (línea punteada). 
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A 

B 

Figura 5. Estudio de LOH. A) se aprecia el análisis de todos los autosomas (1 al 22)  y en rojo 
la región homocigota (LOH de 8 MB), en el cromosoma 4, B)  Se observa una ampliación de 

este cromosoma y la misma región homocigota en 4q13.1 entre los SNPs rs12644315 y 

rs10017714 
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DISEÑO DEL ESTUDIO Y METODOLOGÍA. 
 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

 

JUSTIFICACIÓN:  

En México las CC son responsables del 55% de las defunciones 

por malformaciones en niños menores de un año, la CATVP es más 

frecuente en nuestro medio que en otras poblaciones y es causa de 

tratamiento médico y quirúrgico obligatorio. Sin embargo, se sabe poco 

respecto a las causas genéticas, particularmente en poblaciones no 

caucásicas. Al encontrar variantes asociados a su desarrollo, seremos 

capaces de proponer el estudio genético de las familias mexicanas con 

afectados de CATVP y proporcionar asesoramiento adecuado.   

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:  

La alta incidencia en nuestra población, así como la recurrencia familiar 

sugieren una etiología genética de la CATVP, es por ello que la 

descripción de los genes asociados puede modificar de manera 

importante el manejo de las familias afectadas al poder determinar 

riesgos de recurrencia basados en el genotipo de los pacientes. Al 

momento actual no se ha descrito ningún gen asociado a CATVP en 

poblaciones latinas o mexicana. 
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN:  

¿Existirán variantes génicas que pudieran explicar el desarrollo 

de CATVP en una familia mexicana?  

PREGUNTAS SECUNDARIAS:  

¿Existirán variantes en el gen EPHA5 en la familia índice?, 

¿Existirán variantes en otros genes que pudieran relacionarse 

con el desarrollo de la CATVP aislada, en la familia índice?  

OBJETIVO GENERAL:  

Determinar si existen variantes en el genoma de una familia 

mexicana mediante EBD y EBG que pueda explicar la presencia de 

CATVP. 

OBJETIVOS SECUNDARIOS:  

1.- Determinar variantes patogénicas en el gen EPHA5 en una 

familia consanguínea de pacientes con CATVP.  

2.- Identificar variantes en genes previamente asociados a la 

CATVP en la familia. 3. Identificar variantes patogénicas en otras 

regiones génicas que pudieran explicar la presencia de CATVP en la 

familia. 

HIPÓTESIS:  

1. Existen variantes génicas patogénicas asociadas a la CATVP en 

una familia mexicana. 
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HIPÓTESIS SECUNDARIAS: 

a) Existen variantes patogénicas de pérdida de función en el gen 

EPHA5 en el caso índice. 

b) Existen variantes patogénicas en otros genes previamente 

descritos asociados a la patología en el caso índice. 

c) Existen variantes patogénicas en genes previamente no 

asociadas a la patología en el caso índice. 

DISEÑO DEL ESTUDIO:  

Observacional, transversal, descriptivo. 

CONSIDERACIONES ÉTICAS: 

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”.  
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METODOLOGÍA:  
 

El estudio se realizó en 2 etapas secuenciales con el fin de 

responder a las 3 hipótesis propuestas, como se muestra en la figura 6.  

Como se explicó previamente este estudio es transversal 

descriptivo y se compone de 2 fases para la identificación de la etiología 

de CATVP en la familia índice: 

• FASE 1: Búsqueda genética dirigida.  

o Búsqueda de variantes en el gen EPHA 5, en la familia 

índice. 

• FASE 2: Búsqueda por barrido génico 

o A) Búsqueda de genes previamente asociados a cardiopatías 

congénitas mediante secuenciación de segunda generación 

de tipo panel dirigido a enfermedades cardiovasculares. 

o B) Búsqueda de genes no asociados previamente a CATVP 

mediante secuenciación de segunda generación de tipo 

exoma completo.  

. 
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METODOLOGÍA FASE 1. 
 

 Como se explicó previamente en la primera fase del estudio se 

buscaron variantes en el gen EPHA5 en la familia índice. Para ello se 

inició con la realización de una reacción en cadena de polimerasa (PCR) 

de los 18 exones de este gen. 

DISEÑO DE OLIGONUCLEÓTIDOS: 

 Para el diseño de los oligonucleótidos del gen EPHA5, se utilizó 

el programa Primer 3 input 0.4, y la secuencia de la isoforma 2 del gen 

disponible en la plataforma ensemble, se configuraron los valores de la 

plataforma (Tabla 6). 

 

 

Busqueda de genes

1. Dirigida
VARIANTES EN EPHA5, 

(SECUENCIACIÓN 
SANGER)

2. Barrido génico

PANEL GENERAL DE 
ENFERMEDADES 

CARDIOVASCULARES.

380 GENES

EXOMA

Figura 6. Diseño general del estudio. Se distinguen 2 fases BDG Y BBG. La BBG 

a su vez se subdivide en 2 fases 
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RUBRO VALORES 

Tamaño de ologonucleótidos 
(primer size) 

21 

Optimización 21.23 

Temperatura media 55-60⁰ 

Diferencia de TM máxima 0.5⁰ 

Contenido de G-C 50-55 

Oligonucleótido  FW-RV 

Tabla 6. Condiciones para diseño de oligonucleótidos para los 18 exones del 

gen EPHA5 en la plataforma Primer input 4.0. 

 

Los oligonucleótidos obtenidos fueron sometidos a 

optimización con el programa optimase protocol writter, consiguiendo 

secuencias de entre 134 y 937 pares de bases (pb). (Tabla 7). 

 

OBTENCIÓN DE MUESTRAS SANGUINEAS Y EXTRACCIÓN 

DEL ADN. 

Debido a que el estudio es un estudio familiar de trio (caso- 

progenitores), se tomaron previa firma de consentimiento informado 5 

ml de sangre venosa en los padres y 3 ml del propósito en tubo con 

anticoagulante EDTA.   

Para la extracción de ADN genómico se utilizó el kit Quiagen® 

y el equipo automatizado Quiasinphony. 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). 

El ADN obtenido se mantuvo almacenado hasta su 

procesamiento en un ultra-congelador a -70C. 

 

REACCIÓN EN CADENA DE POLIMERASA PARA EL GEN 

EPHA5. 

 Se realizaron PCR´s para los 18 exones del gen EPHA5 en 5 

muestras: propósito, el padre, la madre, un control sano (paciente 

masculino sano sin antecedentes familiares o personales de 

cardiopatías) y un control negativo (H2O). 

 Se inició con la PCR de los 18 exones del gen EPHA5 en las 5 

muestras (Tabla 7 y Tabla 8). Para su realización se utilizó la mezcla 

comercial para PCR GoTaq® y los oligonucleótidos diseñados (Tabla 

5)  

Las condiciones del termociclador para la PCR se reprodujeron en base 

a lo establecido en la estandarización. El producto de las 90 PCR fue 

corrido en geles de agarosa al 1%. 
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OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA DEL 

OLIGONUCLÉÓTIDO (PRIMER) 

TAMAÑO 

(PARES DE 

BASES) 

TEMPERATUR

A DE 

ALINEACIÓN 

(⁰C) 

EPHA5 E1 FW TTGATCCGAGTCCAGATCTGC 591 59.6 

EPHA5 E1 RV TGGAAGGGGACGACAAATACC 

EPHA5 E2 FW TCCCAAAACCTCGAGCTTTG 578 58.4 

EPHA5 E2 RV TATTTGAAGTCCCCTCACCCC 

EPHA5 E3 FW TCGTCTTGGAGTTATGTTGGAG 937 57.4 

EPHA5 E3 RV TGCAGATCTGGAGGCAAAC 

EPHA5 E4 FW TTCCAGGGAAAAGCTTAGTCTC 226 

 

57.9 

 EPHA5 E4 RV TAGCACCACCAAATATCCGTG 

EPHA5 E5 FW AAACCCCACTATTGTCCCTAC 592 57.7 

EPHA5 E5 RV CAGATTTCAGTCAACTTGGCC 

EPHA5 E6 FW TGCTACGTTCTCAAAATGCC 386 57.4 

EPHA5 E6 RV GAGCTCCCTGTACACTTCTAG 

EPHA5 E7 FW ACCCACCACCTTGAGTTCTAG 541 55.2 

EPHA5 E7 RV ACCTGCCGACCTACCATAATAG 

EPHA5 E8 FW GATCACTTTAACCACAAGCTCC 191 56.5 

EPHA5 E8 RV AGATCAGCTGCAGAACTTCAG 

EPHA5 E9 FW CTCTTCCTTATCTTGGGCTCTC 134 59.8 

EPHA5 E9 RV CATAGGAGTGAAAGTGGGAGG 

EPHA5 E10 FW CTGGGCTTGATGTGACTGATTC 298 59.9 

EPHA5 E10 RV CCCAAGCCCGTATTCTTTACAG 

EPHA5 E11 FW TATTGCATTGTCCAGTTCGG 821 55.2 

EPHA5 E11 RV AGAAGAGAAAAGCCAACCAG 

EPHA5 E12 FW GTCTAAGAGGGCATACAAGTG 305 56.5 

EPHA5 E12 RV TGAGGATATGCACACACATG 

EPHA5 E13 FW CGAAGAGCAGCAGGTTATATCAC 177 59 

EPHA5 E13 RV ACAGCATCATCATCACAGCAC 

EPHA5 E14 FW CAGTGATTGGTGTTGCTAGAC 357 56.5 

EPHA5 E14 RV TGACTTTGTTGCAGGAATGC 

EPHA5 E15 FW GCTTTCCCTTACTTAGAGCTGC 672 59.8 

EPHA5 E15 RV GCTAAAACTGTCTGGCAAGGG 

EPHA5 E16 FW GGGGTGCTGGTTCTGTTTTG 247 59.3 

EPHA5 E16 RV ATCACTCGGATCTGGCCTTG 

EPHA5 E17 FW CCCATTACCAGCATCAACCG 769 59.3 

EPHA5 E17  RV GAGGCTTCTTTGAGAGCTGC 

EPHA5 E18 FW CACTATGTTTGCCCCTTTGC 292 57.2 

EPHA5 E18 RV CACTGTTTTCCCTTTTCCCC 

Tabla 7. Características de los oligonucleótidos diseñados. En la columna 1: 

número de exón. Columna 2: FW: Delantero RV: Reverso. Columna 3: Pares 

de bases entre oligonucleótidos. Columna 4: temperatura de alineamiento en 

grados centígrados calculados por el programa de diseño 
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EXONES: 4,5 Y 8 

ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 57.8⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

EXONES: 1, 7, 9, 10, 15.  
ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 59.8⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

EXON: 2  
ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 58.5⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

EXON: 3  
ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 57.5⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

EXON: 6   
ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 57.4⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

EXON: 11  
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ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 55.2⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

EXON: 13.  
ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 59.1⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

EXONES: 12 Y 14.  
ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 56.7⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

EXONES: 16 Y 17.  
ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 2 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 59.4⁰C 25 seg 

Extensión 72⁰C 1.1 min. 

Elongación final 72⁰C 3 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

Tabla 8. Condiciones de la PCR para los 18 exones del gen EPHA5. 

Abreviaturas: ⁰C: Grados centígrados, min: minuto, seg: segundos. 
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PURIFICACIÓN DE LAS BANDAS DE PCR PARA 

SECUENCIACION TIPO SANGER: 

 Las bandas de PCR que se mantuvieron en congelación se 

sometieron a purificación utilizando 2 kits de purificación distintos 

secundario a disponibilidad en el laboratorio. 

Las bandas de los exones 2, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 de la madre, padre 

y propósito y 12 del padre se purificaron con el kit para purificación 

directa de las bandas de PCR Fermentas GeneJet®, con el siguiente 

protocolo: 

1. Se agregaron 47 µl de binding buffer a las bandas, seguidos 

de centrifugación y mezcla (vortex), se comprobó PH 

adecuado (coloración amarilla). 

2. Se agregaron 47µl de isopropanol a cada muestra y 

posteriormente se centrifugo y mezclo. 

3. Se transfirieron a columnas y posteriormente se centrifugo a 

12,000g, se decantó el excedente. 

4. Se agregaron 700µl de buffer de lavado, se centrifugo a 

12,000g por un minuto y de decantó el excedente. 

5. Se centrifugo en seco a 12,000g por un minuto. 

6. Se agregaron 25µl de buffer de elusión a 65⁰C y se dejó 

reposar por un minuto en tubo limpio. 

7. Se centrifugó por un minuto a 12,000g. 

Se cuantifico el ADN obtenido de las bandas utilizando un Nanodrop 

lite® de Thermo Fisher®, obteniendo las. Posterior a la medición se 

congelaron los purificados a -20⁰C.  
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 Las bandas correspondientes a los exones 1, 3, 4, 11, 13, 14, 15, 

16, 17, 18 de la madre, padre y propósito, así como el exón 12 de la 

madre y el propósito se purificaron usando el kit QIAquick® gel 

extration, usando el siguiente protocolo, adaptado al sugerido por el 

fabricante para muestras con ADN mayor a 10 ng/µl: 

1. Se pesaron las bandas (el peso se registró en miligramos). 

2. Se agregaron 3 volúmenes del buffer QG por 1 volumen de gel 

(100mg gel= 300µl de buffer). 

3. Se incubaron las muestras a 50⁰C, por lo menos 10 minutos o 

hasta que el gel se disolviera en su totalidad realizando mezcla 

por vortex cada 2 minutos. 

4. Se corroboro el color amarillo en cada mezcla, indicando un pH 

de 7.5, siendo óptima para su utilización. 

5. Se agregó el equivalente al volumen del gel de cada muestra de 

isopropanol al 100% a 50⁰C y se mezcló por vortex.  

6. La mezcla se colocó en una columna de 2 ml, (incluida en el kit) 

y se centrifugo por un minuto a 17,900g. 

7. Se descarto el excedente y se colocaron las columnas en los 

mismos tubos, en el caso de muestras de mas de 800 µl se repitió 

el paso 6. 

8. Se agregaron 500µl de buffer QG y se centrifugo a 17,900 g, por 

un minuto, se descartó el filtrado y las columnas se colocaron 

en el mismo tubo. 

9. Las columnas se lavaron aplicando en el centro del filtro 730µl 

de buffer PE y se dejó reposar por 5 minutos. Las columnas se 

centrifugaron a 17,900g por un minuto, se descartó. 
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10. Se transfirió la columna a un tubo limpio de 1.5 ml. 

11. Se procedió a la elusión del ADN, se agregaron 50µl de agua 

libre de proteasas en el centro de la columna y se dejó reposar 

por 4 minutos y posteriormente se centrifugo a 17,900g por un 

minuto. 

SECUENCIACIÓN SANGER DE LAS MUESTRAS: 

Se inicio con la secuenciación de todos los exones del propósito y 

en caso de encontrar variantes se procedió a la secuenciación de los 

mismos exones en los progenitores. 

Para la secuenciación se utilizaron los purificados de las bandas o 

el purificado directo de PCR y se calcularon las cantidades de ADN 

para ajustar la concentración a 25 ng/µl en cada mezcla.,.  

 La preparación de la reacción de secuenciación incluyo una 

reacción hacia adelante (Fw) y una reversa (Rv) para cada exón, en 

todos los casos las mezclas para las reacciones se ajustaron a los 

mismos volúmenes y componentes (ver tabla 10). 

 Las mezclas se colocaron en el termociclador con las 

condiciones de la tabla 11. 

 

.
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Componente Cantidades 

Dideoxi nucleótidos (BDT) 0.5 µl 

Buffer  3.5 µl 

Oligonucleótidos* 0.5 µl 

H2O Ajustada µl 

ADN Ajustada µl 

Volumen total 10 µl 

Tabla 10. Mezcla para secuenciación. *Los oligonucleótidos se utilizaron 
diluidos a una concentración 1:10, con agua libre de proteasas. El ADN se 

diluyo para obtener la concentración de 25 ng/µl. 

 

 

 

ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 94⁰C 5 min 1 

Desnaturalización 94⁰C 30 seg. 25 

Alineación 55⁰C 30 seg 

Extensión 72⁰C 30 seg. 

Elongación final 72⁰C 7 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

Tabla 11. Programa de secuenciación Sanger en termociclador.
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Los productos de marcado se limpiaron utilizando el siguiente 

protocolo: 

1. Se tomaron columnas de Cephadex®, sin burbujas y se 

colocaron en tubos colectores, se centrifugaron a 2000 rpm por 

2 minutos. 

2. Se colocó el marcado en el centro de la columna, asegurándose 

de no perforar el gel. 

3. Se centrifugo la columna con tubos colectores a 2000 rpm por 2 

minutos. 

4. Los tubos se llevaron al concentrador (SpeedVac) por 30 

minutos a 60⁰C, en algunos casos se mantuvieron en el 

concentrador por más tiempo para garantizar la evaporación 

total. 

5. Se reconstituyeron las muestras con 20µl de formamida.  

6. Se colocaron las muestras a 95⁰C por 5 minutos. 

7. Inmediatamente se transfirieron a hielo y se protegieron de la 

luz por un lapso de 5 minutos. 

El marcado se entregó para su secuenciación CINVESTAV, 

Zacatenco del IPN. 

Se recibieron las secuencias, se consideraron adecuadas en 17 de 18 

exones. En el caso del exón 11, se repitió el proceso en 4 ocasiones 

desde el inicio de estandarización, sin embargo, no se consiguieron 

secuencias adecuadas. 
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ANÁLISIS FASE 1. 
 

 Como se explicó previamente (ver sección de metodología fase 

1). La primera parte del estudio se enfocó en descubrir las potenciales 

variantes génicas patogénicas en el gen EPHA5 en una familia 

mexicana consanguínea, debido a la evidencia teórica presentada 

durante el proyecto de maestría. 

Durante la realización de las Reacciones en cadena de 

polimerasa, de los 18 exones del gen se buscó corroborar la 

amplificación de todos los fragmentos, así como su concordancia en el 

peso molecular con el fragmento esperado en el diseño de los 

oligonucleótidos y con el control (individuo sano). Adicionalmente se 

esperaba que el control negativo (agua libre de nucleasas) no tuviera 

amplificación. Estas condiciones se encontraron en 16 de 18 exones 

(figura 6 y 7). 

Con respecto a los exones 1 y 17 se evidencio discrepancia en 

el peso molecular de los fragmentos, haciendo suponer cambios entre 

las secuencias, en ambos casos el control sano mostraba un fragmento 

concordante al esperado y no hubo amplificación de los controles 

negativos. En el exón 1, el padre y el paciente presentaban fragmentos 

discretamente más pequeños con respecto a la madre y el control (550 

pb vs 600 pb). El exón 17 mostró  
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Figura 6.  Reacción en cadena de polimerasa (PCR) de los exones 1 al 9 del gen EPHA5, realizado en el propósito, madre, 
padre, control positivo (sano) y control negativo (agua destilada), el marcador de peso molecular (izquierda), es de 100 pb. 

con marcador en 500 pb., destaca que todos los controles positivos mostraron el tamaño esperado para el fragmento y no 

hubo amplificación de control negativo en ningún caso. 



 

55 

Figura 7. Reacción en cadena de polimerasa (PCR) de los exones 10 al 18 del gen EPHA5, realizado en el propósito, madre, 
padre, control positivo (sano) y control negativo (agua destilada), el marcador de peso molecular (izquierda), es de 100 pb. 

con marcador en 500 pb., destaca que todos los controles positivos mostraron el tamaño esperado para el fragmento y no 

hubo amplificación de control negativo en ningún caso. 
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mayores cambios con respecto al tamaño esperado del fragmento de 

769 pares de bases (pb) y que coincide con el control positivo, pero no 

concuerda con los fragmentos de la madre (600pb aproximadamente) y 

el padre (800pb).  

 Al encontrar cambios en los pesos moleculares se creyó 

que existía  un cambio en la secuencia, adicionalmente no se podían 

excluir variantes en pares de bases que se encontraban externos a los 

oligonucleótidos (primer) por este medio, por lo que se realizó la 

secuenciación en el propósito. La secuenciación fue exitosa para Fw y 

Rev, en 17 de 18 exones, presentando dificultad con la secuencia del 

exón 11, por lo que se diseñaron nucleótidos nuevos, con amplificación 

exitosa, pero sin conseguir secuencias adecuadas, aun después de 

realizar diferentes metodologías, rediseñar los oligonucleótidos y 2 

tipos de técnicas de secuenciación en 2 laboratorios diferentes, por lo 

que se decidió diferir la secuenciación a la fase 2 (secuenciación de 

exoma).  

Se realizó una revisión manual de las secuencias de los 17 

exones, comparándolas con la isoforma 2 del gen EPHA5 de la base de 

datos Ensemble genome browser, Se evidencio la presencia de 

alrededor de 75 VNP dispersas en todos los exones y 3 VUS localizadas 

en los exones 1,3 y 17, estas variantes se encontraban en estado 

homocigoto en el paciente, por lo que se decidió secuenciar estos 

mismos exones en ambos progenitores.  (figura 9). La decisión de solo 

secuenciar estos exones en los progenitores se basó en los recursos 
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disponibles. En los 3 casos se evidencio la presencia de las mismas 

variantes en estado heterocigoto en ambos progenitores. Cuando se 

realizó la PCR del gen, se evidenció un cambio en el peso molecular de 

los fragmentos correspondientes a los exones 1 y 17, esto hizo suponer 

un cambio en la secuencia de ADN, que se buscó en la secuenciación 

posteriormente.  

El análisis de las secuencias se realizó de manera manual como 

se explicó previamente y se comparó con la isoforma 2 del gen EPHA5, 

de la plataforma Enssemble gene browser®, con el genoma de 

referencia GRCh 38. El análisis mostro 3 variantes de significado 

incierto a lo largo del gen del probando, ampliando posteriormente la 

búsqueda en las bases de datos dbSNP, 1000 genomes y GnomAD, en 

donde las mismas fueron confirmadas y recatalogadas.  

Las variantes encontradas correspondieron a cambios en los 

exones 1, 3 y 17, en todos los casos se catalogaron como mutaciones 

silenciosas, su localización y características se describen en la tabla 10 

y figura 9. 
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Figura 9. Electroferograma de los exones 1,3 y 17 del gen EPHA5 en el propósito, en las 3 
secuencias se aprecian cambios a la secuencia respecto a la base Ensembl genome browser 95 en 

el genoma humano de referencia GRCh38 y dbSNP, marcados en rojo.
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Las variantes de los exones 1 y 3 se encontraron descritas en las 

2 primeras bases de datos consultadas y correspondían a variantes no 

patogénicas. En el caso de la variante del exón 17,  solo se describía en 

la base 1000 genomes y había sido reportada en 2 poblaciones, con una 

frecuencia máxima de alelo (MAF) DE 0.33 en población Mexicana 

residente en los Ángeles y Japoneses en Tokio, é involucraba al tercer 

nucleótido del codón, motivo por el cual se sospechó una mutación 

silenciosa al no modificar el aminoácido, pero dado a la población de 

referencia y a que se desconocía su relevancia en el efecto 

postraduccional como sitio de corte y empalme alternativo (splicing), 

se sometió a análisis con la plataforma  Esefinder, descartando esta 

posibilidad y se corroboro que se trataba de una mutación silenciosa 

(tabla 12). 

En los tres casos, las variantes fueron buscadas de manera 

dirigida mediante secuenciación Sanger en los progenitores, en todos 

los casos se demostró un estado heterocigoto de ambos padres, 

apoyando la probable herencia autosómica recesiva observada en la 

genealogía. 

 Se debe de considerar que el abordaje del gen EPHA5, solo 

contemplo el análisis de las regiones codificantes y por complicaciones 

técnicas discutidas previamente, no pudo incluir al exón 11, por lo que 

no se ha podido descartar mediante la metodología utilizada la 

presencia de cambios en regiones no codificantes como intrones y 

UTR´s. 
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VARIANTE 

(rs) 

EXÓN ALELOS TIPO DE 

CAMBIO 

SITIO DE 

SPLICING 

rs750393876 1 T/G Silenciosa No 

rs984876976 3 T/A/G Silenciosa No 

rs7349683 17 T/G Silenciosa No 

Tabla 12. Caracterización de las variantes localizadas en la BGD, FASE 1 
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METODOLOGÍA FASE 2. 
 

 Como se describió previamente, la fase 2 del protocolo consistió 

en un estudio de barrido génico (EBG). Los estudios seleccionados 

fueron panel general de enfermedades cardiovasculares de 380 genes y 

estudio de exoma completo, mismos que se realizaron solo en el 

propósito con el fin de identificar variantes para confirmarlas 

posteriormente en los progenitores. 

 El EBG se realizó en el laboratorio Health in Code, en la 

Coruña, España con el soporte económico de la Unidad de 

Investigación del Hospital Infantil de México “Federico Gómez”, por 

lo que se realizo toma de muestra en saliva del propósito, previa firma 

de consentimiento informado por la madre del caso.  La muestra se 

envió vía paquetería a España para la realización del estudio. 

 La muestra se estudió por el método de secuenciación masiva en 

paralelo utilizando los reactivos “SureSelectXT Reagent library 

preparation kit®” de la empresa Aligent. En enriquecimiento de las 

regiones de interés se realizó mediante las sondas comercial Agilent 

Clinical Research Exome®. Para el panel general de enfermedades 

cardiovasculares se analizaron 380 genes previamente asociados a 

cardiopatías congénitas y para el análisis secundario del exoma los 

genes asociados a las librerías patentadas por la empresa receptora. El 
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análisis terciario fue realizado con el archivo BAM proporcionado por 

la empresa en nuestro laboratorio. 

CONFIRMACIÓN DE LA VARIANTE EN LOS PROGENITORES 

 La variante encontrada en el cromosoma X del propósito (ver 

análisis fase 2), fue verificada en la madre y en las hermanas. Para su 

confirmación se procedió a diseñar oligonucleótidos para marcar la 

región (Exón 2, gen MID1). 

 Para el diseño de los oligonucleótidos del gen MID1, se utilizó 

el programa Primer 3 input 0.4, y la secuencia del gen disponible en la 

base de datos Ensemble, se configuraron los valores de la plataforma 

(Tabla 13). 

  

Tamaño de ologonucleótidos 
(primer size) 

21 

Optimización 21.23 

Temperatura media 55-60⁰ 

Diferencia de TM máxima 0.5⁰ 

Contenido de G-C 50-55 

Oligonucleótido  FW-RV 

Tabla 13. Condiciones para diseño de oligonucleótidos para el exón 2 del 

gen MID1 en la plataforma Primer input 4.0. 
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Los oligonucleótidos obtenidos fueron sometidos a 

optimización con el programa optimase protocol writter, La secuencia 

frontal fue: CCAGTTTTGTGACCAGGATCC. El oligonucleótido 

reverso fue: CAGAAAGGGGTTGGCTTAAGG. El fragmento de 

ADN entre los oligonucleótidos presentó un tamaño de 406 pb. 

PCR DE LA SECUENCIA DEL EXON 2 MID1 MATERNO: 

Para realizar la PCR se consideró un volumen total de 50 µl, y 

el mix para PCR Gotaq®, la mezcla se describe en la tabla 14 y el ciclo 

de amplificación se describe en la tabla 15. 

Componente Volumen 

GoTaq® 20 µl 

Templado DNA 5 µl 

H2O 20 µl 

FW 2.5µl 

RV 2.5µl 

Total 50 µl 

Tabla 14. Contenido de la mezcla para Reacción en cadena de polimerasa del 

exón 2 del gen MID1 materno. 

 

Se preparó un gel de agarosa al 1.5%, y se corrió el producto de 

PCR del control sano (masculino sano sin antecedentes) y un control 

negativo (agua libre de nucleasas), el fragmento obtenido correspondió 

con el tamaño esperado de 406 pb. (figura 10). 
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La banda correspondiente a la secuencia fue cortada, pesada y 

congelada a -20⁰C. El peso de la banda fue de 322 mg.  

ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 95⁰C 5 min 1 

Desnaturalización 95⁰C 30 seg. 35 

Alineación 67⁰C 30 seg 

Extensión 70⁰C 30 seg. 

Elongación final 70⁰C 5 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

Tabla 15. Programa de Reacción de Polimerasa del exón 2 del gen MID1 materno. 

 

Figura 10. Bandas obtenidas por la PCR del exón 2 del gen MID1. Se 

aprecian en orden: el control negativo, la escalera de peso molecular de 100 

pb, indicando un peso aproximado de 406 pb en la banda obtenida de la PCR 
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PURIFICACIÓN DE LA BANDA DEL EXÓN 2 DEL GEN MID1 

MATERNO.     

La banda correspondiente se purifico usando el kit QIAquick® gel 

extration, se siguió el siguiente protocolo, adaptado al sugerido por el 

fabricante para muestras con ADN mayor a 10 ng/µl: 

1. Se confirmó el peso de la banda en 322 mg.  

2. Se agregaron 3 volumenes del buffer QG por 1 volumen de gel 

(322 mg gel= 966 µl de buffer). 

3. Se incubó a 50⁰C, por 10 minutos realizando mezcla por vortex 

cada 2 minutos. Se verifico que el gel se disolviera en su 

totalidad. 

4. Se corroboro el color amarillo en la mezcla, indicando un pH de 

7.5, siendo óptima para su utilización. 

5. Se agregó el equivalente al volumen del gel de cada muestra de 

isopropanol al 100% a 50⁰C (322 µl) y se mezcló por vortex.  

6. La mezcla se colocó en una columna de 2 ml, (incluida en el kit) 

y se centrifugo por un minuto a 17,900g. Debido a que el 

volumen máximo permitido es de 750µl, este paso se repitió en 

2 ocasiones, realizando el paso 7 entre ellos. 

7. Se descartó el excedente y se colocaron las columnas en los 

mismos tubos.  

8. Se agregaron 500µl de buffer QG y se centrifugo a 17,900 g, por 

un minuto, se descartó el filtrado y las columnas se colocaron 

en el mismo tubo. 
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9. Las columnas se lavaron aplicando en el centro del filtro 730µl 

de buffer PE y se dejó reposar por 5 minutos. Las columnas se 

centrifugaron a 17,900g por un minuto, se descartó. 

10. Se transfirió la columna a un tubo limpio de 1.5 ml. 

11. Se procedió a la elusión del ADN, se agregaron 30µl de agua 

libre de proteasas en el centro de la columna y se dejó reposar 

por 4 minutos y posteriormente se centrifugo a 17,900g por un 

minuto. 

La concentración del ADN obtenido por este método se cuantifico 

en 8.5 ng/µl, con una relación 260 de 0.17 y 260/280 de 3.82. 

SECUENCIACIÓN TIPO SANGER. 

 La secuenciación fue realizada en la unidad de genética y 

genómica del Centro de Investigación Nacional y de Estudios 

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV), por lo 

que el protocolo se modificó en base a lo sugerido por este laboratorio 

y a las características del purificado a secuenciar.  

 El marcaje se realizó utilizando los oligonucleótidos diseñados 

previamente para Fw y Rv para el exón 2 del gen MID1, mismos que se 

diluyeron en 2µl de H2O, por cada µl de primer. Estas diluciones se 

utilizaron para realizar la mezcla para marcaje de la muestra al igual 

que el kit BigDye terminator reaction mix® y el buffer BDT 

secuencing®. Se realizaron 2 mezclas diferentes, una para cada uno de 
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los dos oligonucleótidos. Las mezclas se calcularon a un volumen total 

de 20 µl, y su contenido se describe en la tabla 14. 

Componente Cantidades 

Big Dye terminator reaction 

mix®. 

4 µl 

BDT sequencing Buffer  2   µl 

Oligonucleótidos* 2   µl 

H2O 10 µl 

ADN 2   µl 

Volumen total 20 µl 

Tabla 14. Componentes de la mezcla para marcaje de la secuencia del exón 2 
del gen MID1 materno. *se realizaron 2 mezclas en una de ellas de utilizo el 

oligonucleotido Fw y otra para Rv, por lo que utilizó el primer requerido en 

cada caso. 

 Las mezclas se colocaron en el termociclador, el programa se 

describe en la tabla 15.  

ETAPA TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS 

Incubación 96⁰C 5 min 1 

Desnaturalización 96⁰C 30 seg. 25 

Alineación 50⁰C 30 seg 

Extensión 60⁰C 30 seg. 

Elongación final 60⁰C 7 min 1 

Conservación 4⁰C ∞ 1 

Tabla 15. Programa de marcaje de secuenciación del exón 2 materno del gen 

MID1. 

 

El producto del marcaje se sometió a purificación utilizando el 

siguiente protocolo: 
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1. Se transfirieron las muestras salidas del termociclador a 

tubos Eppendorf® de 2 ml. Y se agregaron 5µl de EDTA al 

0.125% y 60µl de etanol absoluto. 

2. Se dejaron en reposo por 15 minutos. 

3. Las muestras se colocaron en centrifuga fría (4⁰ C) y se 

centrifugaron a 1860g por 45 minutos. 

4. Se decantó el excedente sin golpear, para garantizar la 

conservación de las muestras. 

5. Las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente a 

187g por un minuto. 

6.  Se agregaron 60µl de etanol al 70%. 

7. Las muestras se colocaron en centrifuga fría (4⁰ C) y se 

centrifugaron a 1860g por 15 minutos. 

8. Se decantó el excedente sin golpear, para garantizar la 

conservación de las muestras. 

9. Las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente a 

187g por un minuto. 

10. Se dejaron secar a temperatura ambiente por 

aproximadamente 3 horas. 

Se enviaron ambas muestras (Fw y Rv) al laboratorio receptor para su 

procesamiento. Se recibieron las secuencias presentadas en las figuras 

34 y 35. 
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ANÁLISIS FASE 2. 
 

Como se discutió previamente la fase 2, se incorporaron 2 metodologías 

diferentes para búsqueda de genes mediante barrido génico: Panel 

General para enfermedades cardiovasculares y secuenciación de exoma 

completo. 

El panel general de enfermedades cardiovasculares abarco 380 

genes previamente descritos como asociados a la génesis de diferentes 

cardiopatías congénitas tanto aisladas como sindromáticas (ver tabla 

16), que debido a la amplia heterogeneidad alélica en este tipo de 

patologías eran imposibles de descartar en una primera instancia, no se 

presentó ninguna variante de interés, sin embargo es importante señalar 

que esto no implica que no existan genes relacionados en el desarrollo 

de la CATVP, si no que cualquiera que fuere, no se ha asociado 

previamente o no se ha considerado en el diseño molecular de la prueba, 

por lo cual el análisis del exoma tomó gran importancia. 
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ACTA2 ACTC1 ACVR1 ACVR2B ACVRL1 

ANKRD1 B3GAT3 BMPR2 BRAF CBL 

CFC1 CITED2 COL1A1 COL1A2 COL3A1 

COL5A1 COL5A2 CREBBP CRELD1 CHD7 

DTNA EFEMP2 EHMT1 ELN ENG 

EP300 EVC EYA4 FBN1 FBN2 

FLNA FOXC1 FOXF1 FOXH1 FOXP1 

GAA GATA4 GATA5 GATA6 GDF1 

GJA1 GJA5 HAND2 HRAS IRX4 

ISL1 JAG1 KANSL1 KCNA5 KCNJ8 

KCNK3 KMT2D KRAS LEFTY2 MAP2K1/MEK1 

MAP2K2 MCTP2 MED12 MED13L MFAP5 

MIB1 MYBPC3 MYH11 MYH6 MYH7 

MYLK NEXN NF1 NKX2-5 NKX2-6 

NODAL NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3 PHP4 

NRAS PDGFRA PITX2 PLOD1 PRKG1 

PTPN11 RAF1 RASA1 RASA2 RIT1 

SALL4 SHOC2 SKI SLC2A10 SMAD1 

SMAD3 SMAD4 SMAD6 SMAD9 SOS1 

SOS2 SPRED1 TAB2 TBX1 TBX20 

TBX5 TDGF1 TFAP2B TGFB2 TGFB3 

TGFBR1 TGFBR2 TNNI3 TNNI3K TOPBP1 

UPF3B ZDHHC9 ZFPM2 ZIC3 
 

Tabla 16. Genes incluidos en el panel general de enfermedades 

cardiovasculares asociados previamente a CC. 
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En el caso de la secuenciación de exoma completo se incluyó la 

secuenciación en paralelo de todo el genoma codificante, como era de 

esperarse se identificaron múltiples variantes patogénicas y de 

significado incierto, dispersas a lo largo del genoma, el tipo de regiones 

donde se describieron se muestran en la figura 11. El análisis manual 

de la región 4q11 se realizó comparando la secuencia obtenida en el 

estudio de exoma con la presentada en el genome browser ensemble®, 

dando una especial atención al exón 11 del gen EPHA5, mismo que no 

se había podido secuenciar por metodología Sanger en la primera fase 

del estudio.  Este análisis permitió identificar variantes que pudieran 

involucrar cambios sutiles en las estructuras proteicas con la posibilidad 

de haber sido ignoradas por la computadora, como mutaciones de 

sentido equivocado o modificación de los sitios de corte y empalme, a 

pesar de esto no se logró identificar ninguna variante de interés en las 

regiones codificantes. El resto del locus altamente homocigoto tampoco 

mostro variantes sospechosas. 

Al estudiar el resto de la secuencia del exoma, usando un 

análisis terciario con el programa Integrative Genomics Viewer (IGV), 

fue llamativa la presencia de una variante de significado incierto en el 

gen MID1, previamente asociado a cardiopatía sindromática y que no 

se encontraba incluido en el panel cardiovascular. 
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REGIÓN VARIANTES 

ENCONTRADAS 

EXÓNICAS 401 

           Sinónimas 

           No sinónimas 

           Inserción 

           Deleción 

233 

164 

3 

1 

INTRÓNICAS 351 

           Intrónicas splicing 

           Intrónicas no splicing 

51 

300 

UTR 71 

TOTAL 823 

 

401

51

300

71

EXÓNICAS

INTRÓN SPLICING

INTRÓN  NO SPLICING

UTR

Figura 11. Variantes génicas encontradas mediante secuenciación de exoma. Arriba se 

muestran el tipo de regiones específicas en donde se describieron. 
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Figura 12. Imagen del IGV, correspondiente a la base 608, del exón 2 del gen MID1 en el propósito, donde se 

aprecia el cambio en toda la profundidad del estudio.
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La variante de significado incierto que resulto llamativa se 

encontró en estado hemicigoto en el paciente, en el locus Xp22.2, en la 

posición registrada en dbSNP con referencia rs 754279780, que 

consistía en un cambio en ADN complementario de C>T608 y un 

cambio en el aminoácido ARG203GLN, este cambio era observable en 

toda la profundidad del archivo BAM, en el Integrative Genomics 

Viewer (IGV) (figura 11). 

 Se comprobó que esta misma variante estuviera presente en la 

madre (III1) en estado heterocigoto mediante secuenciación Sanger, 

tanto la secuencia FW como RV, mostraron esta variante, demostrando 

un estado de portadora.  En el caso de las hermanas del propósito se 

demostró el estado de portadora en dos de ellas (V1, V2) (figura 3 y 13)  
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Figura 13. Secuenciación Sanger correspondiente a la secuencia FW de los 

nucleótidos 595 a 618 del exón 2 del gen MID1 de la madre y hermanas del propósito, 

se aprecia un cambio heterocigoto en la posición 608, caracterizada por un cambio 

T/C en los sujetos IV2, V1, V2 y V5. 

 

  La variante se encontró en la región codificante del gen MID1, 

que es causante del síndrome de Opitz tipo I (OS) o GBBB I (MIM # 

300000) y se localiza en el locus Xp22.2 con una herencia ligada al 

cromosoma X, con penetrancia completa en varones, pero con 

expresividad variable en las mujeres en quienes presenta penetrancia y 

expresividad mínima.  Este gen codifica para una proteína de 667 

Aminoácidos perteneciente a la familia TRIM (tripartite motif), 

conocida como Midline 1 o TRIM18 (NP_001334662.1 NCBI protein 
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reference database), misma que se expresa en 27 tejidos del ser humano 

sano, incluyendo el corazón71 . 

El análisis específico mostro que esta variante se ha reportado 

previamente en el gene browser 1000 genomes, en 2 mujeres mexicanas 

sanas residentes en los Ángeles, California, en estado heterocigoto, no 

estando presente en otras poblaciones19, gnomAD confirmo la presencia 

de la variante en solo 2 de los 178,654 alelos estudiados, ambos en 2 

mujeres hispanas sanas72, el EVS73  no generó ningún resultado, esto 

nos da un criterio de patogenicidad PM278. 

Las pruebas iniciales in silico con predictores sobre el efecto de 

la variante se realizaron con las plataformas Mutation Taster, DANN, 

FTHMM MKL Coding y FTHMM MKL no Coding, en todos los casos 

se obtuvieron valores cercanos a 1 (tabla 17), siendo sugerentes de un 

efecto patogénico de la variante. 

PLATAFORMA VALOR 

Mutation Taster 1 

DANN 0.999383 

FTHMM MKL Coding 0.93828 

FTHMM MKL no Coding 0.98801 

Tabla 17. Valores obtenidos en las plataformas predictoras de efecto de la 

variante C>T608; como se puede observar todos poseen valores cercanos a 1. 

 

El alineamiento demostró que la Arginina en la posición 203 de 
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la proteína está altamente conservada en diferentes especies (figura 14), 

con excepción del pez cebra en el cual la arginina se ve sustituida por 

una histidina, ambos aminoácidos polarmente cargados, mientras que 

en nuestro paciente se encuentra un cambio por glutamina, modificando 

la polaridad.  

La visualización en la plataforma PyMol mostró el cambio en la 

cadena lateral cercano a un dedo de zinc que está ubicado en His204 

(figura 15). Es importante señalar que la variante Arg203Gln, se 

encuentra ubicada en la porción terminal del exón 2 y corresponde al 

dominio B-box2 de la proteína, solo se han reportado 3 variantes de 

manera previa en dicho dominio, Cys187X74, Cys195phe75,76 y 

606delG75 77, en todos los casos las variantes fueron patogénicas y 

mostraron expresividad variable (tabla 18). El efecto molecular de las 

mismas no se ha identificado en su totalidad, sin embargo, existe 

evidencia sobre la importancia de una apropiada coordinación entre los 

2 dedos de zinc del dominio para mantener una estructura terciaria 

adecuada y poder interactuar adecuadamente con los dominios B-Box 

1 y Ring78, es decir mutaciones en este dominio se asocian con una 

función disminuida de la proteína. 
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ESPECIE SECUENCIA 
HUMANO  

CHIMPANCE 
 

RATÓN 
 

PERRO 
 

GATO 
 

VACA 
 

OVEJA 
 

GALLINA 
 

WALLABY 
 

MOLLY DEL 
AMAZONAS  

PEZ CEBRA 
 

Figura 7. Alineamiento múltiple entre las secuencias de la proteína midline 1 humana y ortólogos de diferentes especies, se observa 

que el aminoácido arginina (R) está altamente conservado con excepción del pez cebra, en donde está presente una histidina (H). 
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Figura 8. Visualización de la proteína MID1, en el programa PyMol, con la PDB de referencia 

Jun2.  a) proteína silvestre, b) proteína mutante. 
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Variante Tipo de mutación  Fenotipo 

Arg203Gln  Sentido 

equivocado 

Hipertelorismo, Frontal amplio, 

CATVP 

Cys187X Sin sentido Hipertelorismo, LPH, Hipospadias 

Cys195Phe Sentido 

equivocado 

Hipertelorismo, fístula 

traqueoesofágica, discapacidad 

intelectual y cardiopatía no 

especificada 

606delG Cambio en el 

marco de lectura 

Hipertelorismo, Fistula 

traqueoesofágica, hipospadias, 

Discapacidad intelectual 

Tabla18. Mutaciones descritas en la literatura con afectación del dominio 

Box2 de la proteína TRIM18. se observan el tipo de mutación y sus 

características fenotípicas más importantes. 

 

Por otra parte, la evaluación clínica de caso índice (V5) y los 

antecedentes familiares revelaron dismorfias faciales leves y TAVPC 

con un aparente patrón de herencia autosómica recesiva. consistente en 

una variante sin sentido c.608G>A en estado heterocigoto en la madre 

(III1) y las hermanas (V1, V2) (Figura 3).  

Las evaluaciones clínicas y cardiológicas de los hermanos (V1, 

V2 y V3) del caso índice, fueron normales. El desarrollo psicomotor y 

crecimiento fueron normales, no se encontraron defectos 

cardiovasculares dismorfias faciales, ni otras anomalías físicas o 
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enfermedades. Por lo tanto, la presentación clínica familiar y la 

determinación del estado heterocigoto de la variante de las hermanas 

(V1, V2), proponen el patrón de herencia ligado al cromosoma X, que 

demuestra un criterio de patogenicidad PP4 de la variante c.608G>A 

para SO24.  

Las mutaciones en la B-Box 1 o B-Box 2 de la MID1 se han 

encontrado en pacientes con SO (Tabla 17, ANEXO 2). Se cree que 

estas mutaciones proporcionan pérdida de la función de MID1. El 

cambio en la posición 203 de la proteína está relacionado con la 

alteración del entorno químico generado en la región de uno de los 

dedos de zinc, presentes en la estructura de la proteína, probablemente 

impidiendo la unión del metal, esencial para ejercer la función del 

dominio B-Box 2, y la estabilización de la interfaz del dominio en 

tándem. Por lo que, a la variante c.608G>A se le asignó el criterio de 

patogenicidad PP324. Y ya que se encuentra en un dominio funcional de 

la proteína, permite asignar el criterio de patogenicidad PM124. 

 

 

 

 

 



 

82 

DISCUSIÓN 

SÍNDROME DE OPITZ 1. 

El síndrome de Opitz tipo I (OS) o GBBB I (MIM # 300000) es 

una condición genética rara con una herencia ligada al cromosoma X 

que es  caracterizada por defectos de la línea media con una importante 

expresividad variable79–82, incluyendo hipoplasia cerebelar, frontal 

amplio, hipertelorismo, implantación anómala de los pabellones 

auriculares, fisuras faciales, fistula traqueo esofágica e hipospadias, así 

como cardiopatías congénitas que comprenden defectos septales, 

persistencia de conducto arterioso, estenosis e hipoplasia de la arteria 

pulmonar, coartación de la aorta, vena cava superior persistente, 

corazón izquierdo hipoplásico y doble salida del ventrículo derecho, 

con o sin discapacidad intelectual 76. Como se refirió previamente el OS 

presenta una penetrancia incompleta en las mujeres con una 

expresividad mínima caracterizada por hipertelorismo (ANEXO 2). 

Si bien no existe una relación genotipo-fenotipo clara, un análisis de la 

literatura demuestra el amplio espectro de la patología y lo compara con 

las características clínicas del propósito y de su hermano fallecido 

basado en las notas médicas. 

PROTEINA MIDLINE 1 

Las proteínas Midline1 o TRIM18, pertenece a la familia 

tripartite motif (TRIM), que se caracterizan por ser metaloproteinas con 

una composición de dominios RBCCC (Ring-BBox-Coiled Coil)83. En 

el caso particular de Midline 1, la función principal es la formación de 
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homodímeros para asociarse a microtubulos mediante ubiquitinación83–

85, los cambios patogénicos en la secuencia condicionan una pérdida de 

función al generar un acumulo de la subunidad catalítica α de la protein 

fosfatasa, con una hipofosforilación subsecuente de las proteínas 

asociadas a microtúbulos86–89. 

Como se ha observado previamente el espectro fenotípico del 

SOI es muy variado, esto puede ser explicado por el amplio número de 

genes que son regulados o sub regulados por MID1. Si bien hasta el 

momento no se ha observado una asociación fenotipo-genotipo, con 

excepción de las malformaciones cerebrales y las mutaciones sin 

sentido90; muchas características clínicas se sobreponen a los efectos 

conocidos de los genes regulados. Se sabe que la interacción génica es 

tan importante que la inhibición de la expresión de la proteína Midline-

1 ha sido propuesta como blanco terapéutico de diversas enfermedades 

como enfermedad de Huntintong91, Alzheimer92 o cáncer93–95. 

A nivel molecular MID1 tiene la función principal de activar la 

ubiquitin ligasa 3, la cual ubiquitinizara a la proteína α4 y a la subunidad 

catalítica de la proteína fosfatasa 2A (PP2A), sin embargo, múltiples 

genes son regulados o subregulados79 por este gen y mutaciones en 

MID1 repercutirán en la función de diversas vías génicas. Existen genes 

directamente asociados a la función de MID1, como por ejemplo IGBP1 

(immuno- globin binding protein), la cual permite la 

monoubiquitinación de alpha-4, mediante su unión con el dominio 



 

84 

Ring88,96,97. El dominio RING del gen MID1 se ha asociado de manera 

directa con la actividad de la ubiqutin ligasa 3, cuando se presentan 

mutaciones en B-box 1, el dominio RING no activa a la ubiquitin ligasa 

y por ende disminuye la ubiquiti98 (ANEXO 3).  
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Por otro lado, PP2A es un regulador novel de la vía TOR 79,99 y 

su activación depende de los dedos de zinc del dominio RING y BBOX 

1. La subunidad α4 por otro lado se une a Bbox 1 y es por ello por lo 

que mutaciones en este dominio se asocian de manera directa a una 

disminución de la poliubiquitinación de la misma. 

PAX6 es un factor de transcripción asociado al desarrollo del 

ojo, cerebro y páncreas, en xenopus se ha demostrado que el homologo 

Mid1 regula la ubiquitinación y degradación del proteosoma de PAX6 

y por lo tanto este gen se sobre expresa al disminuir la actividad de 

Mid1. De forma interesante el gen SHH (Sonic Hedgehog) inhibe la 

actividad de PAX6100 En el pollo el ortólogo Shh ha demostrado 

actividad regulatoria en el nódulo de Hense, en donde de hecho Shh 

regula el lado izquierdo y Mid1 el lado derecho, siendo ambos genes 

fundamentales para determinar la lateralidad (derecha izquierda) en 

etapas embrionarias tempranas. Si bien, en el ser humano MID1 no es 

necesario para la lateralidad, se ha descrito una regulación negativa de 

SHH mediante la activación del gen BMP4, que reprime su expresión.  

Además, la activación de PP2A también es la principal fosfatasa para 

la activación de TAU, por lo tanto, la inhibición de MID1 se ha visto 

como un blanco terapéutico para las tauropatías 101 . 

El papel de MID1 en la traducción ha sido ampliamente descrita, 

ya que se une al complejo de riboproteinas que la regula, incluyendo a 
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EF-1α y de manera secundaria a otros genes como ANXA2, RACK1 y 

NPM y a otras proteínas de choque térmico como HSP90B86, esta última 

proteína a su vez regula a HTT, que es el gen que produce la huntingtina 

por lo que la inhibición de MID1 también se ha propuesto como blanco 

terapéutico para la enfermedad de Huntington91.  Respecto al receptor 

de andrógenos, se sabe que MID1 aumenta la traducción del gen AR102 

que a su vez regula a la alta a los genes AKT, APDK1 y GLI3, este 

último también sufre una regulación negativa por por SHH 100. Dado a 

que la sobre expresión de GLI3 se ha asociado con cáncer también se 

ha descrito como un posible blanco terapéutico. La regulación de MID2 

es clara a nivel molecular al formar homodimeros y heterodimeros con 

MID1 89, fenotípicamente causan alteraciones similares. 

Basándonos en la información anterior, interpretamos que la 

variante c.608G>A encontrada en el presente estudio es probablemente 

patogénica debido a una combinación de dos criterios moderados y dos 

criterios de apoyo para la patogenicidad24. Estos fueron (a) su 

localización dentro del dominio B-Box tipo 2, un dominio funcional 

crítico y bien establecido funcional (dedo de zinc de la proteína) (PM1) 

y un punto caliente punto caliente de la proteína; (b) la frecuencia del 

alelo en la población general es del 0,001% (PM2); (c) el efecto 

deletéreo de la variante en la proteína mediante análisis computacional 

(PP3), y (d) el patrón de herencia de la variante, así como el fenotipo 

observado en la familia estudiada (PP4) (ver tabla 3 y 4)24. 
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CONCLUSIÓN. 
 

Se halló una nueva variante probablemente patogénica en MID1 

c.608G>A asociada al síndrome de Opitz tipo I. 

  



 

88 

PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES 

ASOCIADAS. 
  

Se presentaron los avances del protocolo en el congreso 

nacional de genética humana 2018, siendo premiado como uno de los 

mejores 20 trabajos.  

Se ha publicado un artículo sobre etiología de CATVP en casos 

esporádicos en familias mexicanas.     

Se presentó examen de candidatura en junio de 2019 obteniendo 

el dictamen positivo.  

Se cuenta con un artículo publicado: Mol Genet Genomic Med. 

2023;00:e2234. | 1 of 13 https://doi.org/10.1002/mgg3.2234. 
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ANEXOS 
 

ANEXO 1. Carta de aceptación por el comité de ética del Hospital Infantil 

de México “Federico Gómez”. 
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ANEXO 2.  
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So et al
82

 c.884T>C
82

  X X   X        X  

c.1545_1546delGA  X X X X X     X    ASD 

c.1171_1173delTCT  X X  X X          

c.1656G>A  X X  X X        X  

p.W552X X               

c.IVS3_16>T  X X   X X  X     X  

c.1445_1446insAAA  X    X X X   X     

c.1313_1316delTGAT  X X    X X X       

c.IVS7+1G>A  X X   X        X  

c.IVS7_8_1447ins20pb  X X   X   X       

c.829C>T  X X   X     X     

Zhang et al
81

 c.712G>T  X    X          

c.1230G>A  X    X          

c.1284T>G  X    X          

1679A>G  X    X          

Cheng et 

al
103

 

c.1798insC  X X   X          

c.del3UTR X              HLH,DSV
D, HPA 

Cho et al
104

 c.1798insC
104

  X  X  X        X  

Ferrentino et 

al
74

 * 

c.712G>T  X    X          

c.434G>A X X              

c.1793delC X X              

c.1285+1G>T  X X              

c.397_401delACCTG X X              

c.1832A>G X X              

c.819_829del11 X X              

c.864+1G>T X X              
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c.388G>A X X              

c.1141+2T>C X X              

c.1573C>T X X              

c.1856_1858delATG X X              

c.1957G>A X X              

 c.1611_1612insTGAT X X              

c.950_951insA X X              

c.1108A>G X X              

c.389A>T X X              

c.561T>A X X              

c.1605_1606insGTTT X X              

c.1594G>A X X              

c.1452_1455delACCA X X              

c.430G>T X X              

c.425G>C X X              

c.1491_1533dup43 X X              

c.1663A>G X X              

Cox et 

al.
105,106

 

c.1102C>T  X X X  X  X X X X     

c.1877T>C  X X   X  X X      PSA, ASD 

c.1051delC  X X     X X X X    VSD,ASD,
COA 

c.1483C>T  X  X  X X  X X X X   VSD 

c.1402C>T  X  X  X X  X X X    VSD, PS 

c.221_252del  X  X   X  X  X     

c.343G>T  X X X  X X  X X X X    

De Falco et 

al
107

 

c.1387G>T  X X X  X          

c.1331insA  X X X  X          

c.1483C>T  X X X X X  X     X   

c.757G>C  X X X  X       X  VCS, VSD 

c.1286G>A  X    X          

c.1551insGTCAC  X  X X X          

c.584G>T  X  X X X X         

c.1039C>T  X  X X X       X  BSVC 

c.1106_1107delAG  X X X  X X X       PDA 

c.1267G>T  X  X    X        

Fontanella et 

al
75

 

c.571T>A  X X   X X         

C.584G>T  X  X X X X         

c.606delG  X  X  X X         

Hunning et 

al
108

 

c.221_252dup  X         X   X  
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Mnayer et 

al
76

 

c.1322C>T  X  X  X   X X      

Pinson et al
77

 c.1354G>A  X    X  X    X  X  

c.829C>T  X X X  X X X        

c.1285_1289delGAGT  X  X  X X X  X    X NS 

c.1447insAACA  X  X X X      X    

c.1483C>T  X X   X X X   X    VSD 

c.403_411delTCACTTG
TG 

 X   X X  X   X     

Ruiter et al
90

 c.1108A>G  X              

Shaw et al
109

 c.1483  X X   X X       X BSVC 

Taylor et 

al
110

 

c.1798dupC  X  X X X          

Propósito c. C>T608  X            X CATVP 

Hermano del 
propósito 

c. C>T608  X     X       X CATVP 

Tabla 18. Genotipos y fenotipos de pacientes con síndrome de Opitz en la literatura. ABREVIATURAS: HLH, Corazón izquierdo hipoplásico. DSVD, Doble salida 
de ventrículo derecho. HPA Hipoplasia de la arteria pulmonar. ASD Defecto septal auricular.VSD Defecto septal ventricular. PSA Persistencia del conducto arterioso. 

COA Coartación de la aorta.PS Estenosis pulmonar. VCS Vena cava superior. BSVC doble salida de vena cava. superior. NS: no especificado. 
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