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Resumen 
El aborto espontáneo recurrente (AER) se define como dos o más pérdidas 

consecutivas de la gestación antes de la semana 20 del desarrollo intrauterino. Esta 

patología afecta a aproximadamente entre el 1% y el 5% de las parejas. La etiología 

del AER se puede dividir en causas no-genéticas como genéticas. Sin embargo, 

~50% de los casos se considera idiopático. De manera análoga, la etiología 

molecular de la falla de implantación recurrente (FIR), definida como la falla de la 

implantación en al menos 2 o más ciclos consecutivos de fertilización in vitro, es 

poco conocida. La etiología molecular del AER y de la FIR está asociada 

potencialmente a variantes de secuencia en cientos de genes candidato que 

participan en las cascadas moleculares fisiológicas de la implantación y durante 

toda la gestación. La aproximación gen candidato, usando la secuenciación de 

Sanger, ha sido de utilidad para la descripción de pocos genes implicados en el 

AER. La secuenciación de siguiente generación (NGS) ha sido una herramienta 

eficiente puesto que permite el estudio simultáneo de múltiples genes relacionados 

con enfermedades complejas.  

En la primera parte de este trabajo de tesis se utilizó la aproximación NGS-exoma 

para identificar nuevos genes y mutaciones potencialmente implicadas en el 

desarrollo del AER. Algunas de las mutaciones encontradas por este abordaje 

fueron estudiadas mediante ensayos funcionales in vitro para determinar su posible 

efecto deletéreo. La identificación de la variante THBD p.Trp153Gly en mujeres 

colombianas con AER y su validación mediante ensayos funcionales in vitro sugiere, 

por primera vez, una relación directa entre formas mutantes de esta proteína y la 

fisiopatología del AER, considerándose como un posible marcador molecular para 

el diagnóstico en pacientes colombianas con AER idiopático. 

En la segunda parte del presente trabajo de tesis identificamos y estudiamos 

funcionalmente nuevas mutaciones de FOXD1, un gen relevante en la fisiología 

endometrial y placentaria, identificadas en pacientes FIR, AER, preeclampsia (PE) 
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y retardo del crecimiento intrauterino (RCIU). Los ensayos funcionales in vitro 

demostraron que las mutaciones FOXD1-p.His267Tyr y FOXD1-p.Arg57del.  

modifican la transactivación del promotor de C3, contribuyendo con el fenotipo. 

FOXD1 podría considerarse en consecuencia un marcador molecular diagnóstico 

para las pacientes con AER, FIR, RCIU y PE. 

Por último, ensayos por inmunoprecipitación de la cromatina secuenciación NGS 

(ChIP-seq) permitieron determinar potenciales nuevos genes blanco directos de 

FOXD1 (CTSC, CD86, CMA1 y TRPC6) en un contexto placentario. 

 

La información generada durante este trabajo de tesis aporta al conocimiento sobre 

el origen genético del AER, la FIR, y el RCIU/PE. Estos resultados podrían ser de 

utilidad para los especialistas clínicos en el contexto del desarrollo de la medicina 

traslacional. 
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Summary  
Recurrent pregnancy loss (RPL) is defined as the loss of two or more consecutive 

and spontaneous miscarriages before the 20th week of gestation. This pathology 

affects ~1% to 5% of the couples. The RPL aetiology is classified as non-genetics 

and genetics. However, the 50% of the cases remains idiopathic. Similarly, the 

aetiology of the recurrent implantation failure (RIF), defined as the implantation 

failure in at least 2 or more consecutive cycles of in vitro fertilization (IVF), is poorly 

understood.  To note, the molecular RPL and RIF aetiology is potentially associated 

with hundreds of genes which participate in the physiological molecular pathways 

related to the implantation and gestation. The candidate gene approach using 

Sanger sequencing has been useful to identify some genes associated with RPL. 

However, the next generation sequencing (NGS) has been an effective tool to 

overcome this limitation because it allows the simultaneous study of multiple genes 

related to complex diseases. 

In first part of this thesis, we used the NGS-exome approach to identify new genes 

and mutation potentially implicated in the development of RPL. Some of the 

mutations found by this approach were tested by functional in vitro assays to 

determine their possible deleterious effect within the pathology. The identification of 

the variant THBD p.Trp153Gly in Colombian women with RPL and its validation 

through functional in vitro assays suggested, for the first time, a direct association 

with the RPL pathophysiology. Therefore, it may be considered as a molecular 

biomarker for the RPL diagnosis in Colombian patients. 

In the second part of this thesis, we identified and studied the potential implication 

of new FOXD1 mutations, a relevant gene in the endometrium and placenta 

physiology, in patients with RIF, RPL, preeclampsia (PE) and intrauterine growth 

restriction (IUGR). The functional in vitro assays demonstrated that FOXD1 

p.His267Tyr and FOXD1 p.Arg57del mutations modify the C3 promoter 

transactivation, thus contributing to the phenotype. Therefore, FOXD1 could be 
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considered a molecular biomarker for the diagnosis of RPL, RIF, PE and IUGR 

patients. 

The chromatin immunoprecipitation assays (ChIP) allowed to determine new direct 

FOXD1 target genes (CTSC, CD86, CMA1 y TRPC6) within the placenta context.  

The information generated during this thesis contributes to the general knowledge 

about the origin and development of RPL, RIF, PE/IUGR. These results might be 

useful for the clinical specialist in a context of translational medicine.  
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1. Introducción general 

El AER se define como dos o más (tres o más según las guías europeas) abortos 

espontáneos y consecutivos antes de la semana 20 de gestación 1,2. Esta patología 

afecta a aproximadamente entre el 1% y el 5% de las parejas 3–5. El AER constituye 

un problema de salud pública por su prevalencia, y por los problemas sociales y 

psicológicos que puede generar tanto en la mujer como en la pareja.  

La etiología del AER se puede dividir en causas no-genéticas como genéticas. Sin 

embargo, el 50% de los casos se considera idiopático. Varias causas no - genéticas 

de AER se han descrito, las cuales pueden dividirse en diferentes grupos: asociadas 

a las anomalías estructurales uterinas, a infecciones, a defectos endocrinológicos, 

a alteraciones en el sistema inmune y al síndrome antifosfolípido (SAF). Una de las 

causas no - genéticas más comunes del AER es el SAF (15% – 20%) (Tabla 1), una 

patología autoinmune en la que se promueve un estado de hipercoagulabilidad que 

genera la trombosis y el infarto de los vasos uterinos y placentarios 2,6,7. Además, 

se ha demostrado que los autoanticuerpos generados en esta enfermedad 

interfieren con la decidualización alterando el desarrollo y la funcionalidad del 

trofoblasto 8,9.  

Alrededor del 1% al 5% de las mujeres con AER presentan anormalidades en la 

morfología uterina como el útero septado, el útero bicorne y los miomas. Estas 

anomalías se consideran causales de la enfermedad puesto que no permiten la 

implantación adecuada del blastocisto al epitelio endometrial 2,10–13. Las alteraciones 

endocrinológicas también pueden ocasionar la aparición de AER (8% – 12%), como 

en el caso de la hiperprolactinemia y los ovarios poliquísticos por resistencia a la 

insulina 14–18. Otra de las etiologías de AER que se ha descrito, en el ˂5% de los 

casos, es la disfunción inmunológica. 

 



6 
 

 

Durante el período de gestación debe haber una tolerancia materna hacia el feto en 

crecimiento. Varios estudios demostraron que mujeres con un aumento en el 

número de uNK y de la respuesta inmune tipo Th1 presentaban una mayor tasa de 

pérdidas de la gestación (5%) en comparación con el grupo de mujeres control 

generando el rechazo del tejido endometrial hacia el embrión en crecimiento 19–21. 

En lo que respecta a la asociación entre las infecciones vaginales y el AER (15%) 

son hoy en día muy discutidas. Se ha reportado que la presencia de vaginosis 

bacteriana durante el primer trimestre de gestación aumenta el riesgo de  AER y de 

nacimiento prematuro pues genera un ambiente pro-inflamatorio que interfiere con 

el adecuado proceso de implantación 22–25.  

Las causas genéticas del AER, las cuales representan un 3% - 5% de los casos, se 

han asociado principalmente a alteraciones cromosómicas como las aneuploidías 

fetales, especialmente en el primer trimestre del embarazo 26,27. Se han descrito 

alteraciones citogenéticas como  las trisomías (13, 14, 15, 16, 21 y 22), la 

monosomía del cromosoma X y las traslocaciones no balanceadas 26,28–35. La 

inactivación anormal del cromosoma X, que se genera durante la embriogénesis 

temprana también se ha propuesto como una causa genética del AER 36. Se ha 

sugerido que las causas de esta inactivación preferencial sean mutaciones en el 

Etiología Prevalencia (%)
• Idiopática 50
• Síndrome antifosfolípido 15 - 20
• Alteraciones endocrinológicas 8 - 12
• Vaginosis bacteriana 15
• Cromosomopatías
• Alteraciones inmunológicas
• Anormalidades uterinas
• Trombofilias

Tabla 1. Etiología y prevalencia en el AER

˂ 5
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gen XIST, las alteraciones crípticas del cromosoma X como traslocaciones o 

microdeleciones y las fallas durante el proceso de impronta genética 1,37. 

Los polimorfismos en el locus HLA-G se han propuesto adicionalmente como 

factores de riesgo para el desarrollo de AER. Estudios demostraron que la presencia 

de los alelos HLA-G*0104, HLA-G*0105N y HLA-G*01013  aumentaban 

significativamente el riesgo de AER 38,39. Mutaciones en genes asociados a defectos 

trombofílicos como las variantes c.1691 G>A del Factor V de coagulación (FV), 

c.20210 G>A del Factor II (protrombina) y la c.677 C>T en la enzima metilen-

tetrahidrofolato reductasa (MTHFR)  se asociaron estadísticamente al AER en un 

bajo porcentaje de los casos 2,40–42. Recientemente, nuestro grupo describió las 

mutaciones de FOXD1 como una causa importante del AER 43. 

Aproximadamente entre el 20% y el 25% de las parejas fértiles consiguen un 

embarazo durante un único ciclo menstrual 44. Para tratar la infertilidad se 

desarrollaron las técnicas de reproducción asistida (ART, Assisted Reproduction 

Treatment), las cuales son menos eficientes que la reproducción humana en 

condiciones fisiológicas. Las tasas de implantación son del 20% al 30% en ART y 

tienden a disminuir después del tercer tratamiento fallido 45,46. La falla de 

implantación recurrente (FIR) se define como la falla de la implantación en al menos 

2 o más ciclos consecutivos de fertilización in vitro (FIV) o inyección 

intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) en la que un embrión fresco o 

congelado de alta calidad es transferido en cada ciclo con niveles séricos negativos 

de β-HCG 44,47–52.  

La FIR se puede clasificar, dependiendo de su etiología, en multifactorial, 

endometrial o idiopática (3%). Las causas de FIR multifactorial incluyen los factores 

anatómicos uterinos (40%), los factores masculinos (40%), las alteraciones 

cromosómicas del embrión, las alteraciones hormonales, infecciones, trombofilias y 

algunos factores inmunológicos. Éstas últimas corresponden al 10% de los casos 

(Tabla 2). La FIR idiopática, que corresponde al 3% de los casos está definida por 

la ausencia de evidencia de alteraciones anatómicas o histológicas en el 

endometrio, anomalías en los factores masculinos o en los embriones 49,53.  



8 
 

 

Es importante señalar que la etiología molecular del AER y de la FIR está asociada 

potencialmente a cientos de genes que participan en las cascadas moleculares 

fisiológicas de la implantación y durante toda la gestación 2,54–56. 

En el caso del AER, para la identificación de nuevas moléculas potencialmente 

etiológicos de la enfermedad, se han usado varias aproximaciones como el análisis 

de ligamiento genético, los estudios de asociación de genoma completo (GWAS) y 

la secuenciación directa (Sanger) de genes candidato 57–62. 

La aproximación gen candidato, usando la secuenciación de Sanger, ha sido de 

utilidad para la descripción de algunos de los genes implicados en el AER. Sin 

embargo, al tratarse de una patología compleja, esta técnica no es costo-efectiva 

para estudiar numerosos genes simultáneamente, sino que se enfoca en el estudio 

de regiones genómicas cortas o en un grupo pequeño de genes. La secuenciación 

de siguiente generación (NGS) ha sido una herramienta efectiva para sobrepasar 

algunas de estas limitaciones puesto que permite el estudio simultáneo de múltiples 

genes relacionados con enfermedades complejas 63–65.  

Es importante destacar que en un estudio reciente efectuado por abordajes de QTL, 

de secuenciación y por ensayos funcionales in vitro se describió el gen FOXD1 que 

codifica para un factor de transcripción, como un actor fundamental en la 

Etiología Prevalencia (%)
• Alteraciones endometriales 40
• Factores masculinos 40
• Cromosomopatías del embrión
• Alteraciones hormonales
• Infecciones
• Trombofilias 
• Alteraciones inmunológicas
• Idiopática 3

Tabla 2. Etiología y prevalencia en la FIR

10



9 
 

implantación de roedores y de humanos, y potencialmente relevante en la fisiología 

placentaria 43. Sus mutaciones fueron demostradas como causales del AER. Sin 

embargo, se conocen pocos genes blanco directos y se desconoce si las pacientes 

con FIR y patologías placentarias (preeclampsia y retraso de crecimiento 

intrauterino - RCIU). presentan mutaciones en FOXD1 que puedan estar asociadas 

a la enfermedad.  

En este proyecto de tesis se utilizó la aproximación NGS-exoma para identificar 

nuevos genes y mutaciones potencialmente implicadas en el desarrollo del AER 

(Capítulo 1). Algunas de las mutaciones encontradas por este abordaje fueron 

estudiadas mediante ensayos funcionales in vitro para determinar su posible efecto 

deletéreo en la patología del AER.  

Identificamos y estudiamos además la potencial implicación de nuevas mutaciones 

de FOXD1 en pacientes colombianas con FIR, AER y, en pacientes francesas con 

preeclampsia y RCIU (Capítulo 2). Algunas variantes fueron evaluadas por ensayos 

funcionales in vitro buscando establecer nuevos marcadores moleculares que 

puedan ayudar al diagnóstico y al manejo de las mujeres afectadas. También se 

realizaron ensayos para determinar nuevos genes blanco directos de FOXD1. 
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2. Capítulo I: Identificación de nuevas 
variantes potencialmente asociadas a 
la etiología del AER por NGS 
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2.1 Introducción 

La implantación en los mamíferos es el proceso mediante el cual el endometrio 

permite el paso de nutrientes y oxígeno para el adecuado crecimiento del blastocisto 

durante la gestación. El proceso desde la fertilización hasta la implantación se ha 

conservado evolutivamente entre las diferentes especies de mamíferos 66. El 

período de pre-implantación es variable entre especies, por ejemplo, en los ratones 

ocurre durante los 4 días siguientes al coito, mientras que en los humanos ocurre 9 

días después 67. Es importante señalar que la implantación (y sus mecanismos) es 

diferente entre algunas especies de mamíferos y se puede dividir en tres tipos: 

extrínseca, central e intersticial. La implantación excéntrica ocurre cuando el epitelio 

luminal rodea al trofoblasto. Se presenta en mamíferos como los ratones. La 

implantación central sucede cuando el blastocisto crece hasta fusionarse con el 

epitelio sin penetrarlo. Se presenta en los bovinos, el cerdo, las ovejas y los conejos. 

Por último, la implantación intersticial ocurre cuando el trofoblasto pasa por el 

epitelio hasta invadir al estroma uterino como ocurre en los humanos 66,68. El 

proceso de implantación en los humanos se puede dividir en 4 fases: la preparación 

del endometrio, la adhesión del blastocisto, la ruptura de la barrera epitelial y la 

invasión del blastocisto. 

La complejidad molecular del AER está asociada a la potencial participación de 

cientos de genes pertenecientes a las diversas cascadas moleculares de la 

implantación (Figura 1  y Tabla 3) 2,54–56. 

A continuación, se describirán algunos de los procesos fisiológicos y las moléculas 

relacionadas con la implantación.  Por su extensión, solo se mencionarán algunas 

de ellas. Posteriormente, se revisarán algunas de las aproximaciones que se han 

usado para el estudio de las moléculas implicadas en la implantación y el AER. 
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Figura 1. Principales moléculas implicadas en el proceso de implantación. (A) Las cascadas de señalización de LIF y el estrógeno 
durante la receptividad uterina. (B) La señalización de las integrinas durante la implantación y la expresión de quemoquinas en la 
aposición y la adhesión. (C) Las vías FasR/FasL y progesterona durante la apoptosis de las células endometriales. (D) Durante la 
decidualización se sobre-expresan proteínas relacionadas con la homeostasis del flujo sanguíneo como REN, AGT, IGF-1, TNF-α, 
TGF-α/β, BMP-2, ACE, IHH, PDGF, (P)RR,  TIMPs, PAI-1 y THBD. Tr: trofoblasto. EU: epitelio uterino.     
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2.1.1 Aspectos moleculares de la implantación y el AER 

Durante la implantación, las células endometriales sufren cambios morfológicos, 

metabólicos, bioquímicos y moleculares para que el tejido sea receptivo al 

blastocisto. Estos cambios son controlados fundamentalmente por las hormonas 

sexuales esteroideas: el estrógeno y la progesterona, las cuales son fundamentales 

para la activación de genes relacionados con los procesos de diferenciación, 

proliferación y receptividad del epitelio 69,70. Durante el proceso de decidualización, 

aumenta la expresión de numerosos genes como LIF, IGFBP-1, WNT4, HOXA10. 

La expresión de citoquinas durante este proceso aumenta la migración de las 

células inmunes, como los monocitos y las células natural killer uterinas (uNK), hacia 

el endometrio para permitir la receptividad y la tolerancia al blastocisto. Además, a 

nivel inmunológico, disminuyen las moléculas de las vías de señalización asociadas 

a una respuesta Th1 mientras que aumenta la de las células Tregs 70–77.  

Mólecula Función biológica
• Diferenciación células estromales en deciduales 
• Expresión IGFBP-1 , la prolactina, el factor tisular y citoquinas
• Proliferación del endometrio y un aumento en la angiogénesis 
• Supervivencia celular 
• Inhibición de PTEN

IHH, MSX1, WNT5A, KLF5, cPLA2α, 
LIF, FGF-ERK, STAT3, AKT, BCL-2, 

IGF-I 
• Diferenciación, proliferación y receptividad del epitelio

EGF, TGF-α, PDGF, FGF, MMPs, MIF • Remodelación tisular 

Integrinas, OPN, HB-EGF, LIF, HER3, 
HER4

• Formación de pinopodos

L-selectina,  mucinas,  integrinas, 
TGF-β, Fas-ligando, PPARγ

• Adhesión del blastocisto al endometrio

COX2, ADM, WNT4, BMP2, IL-11, 
HOXA10, HOXA11

• Decidualización

THBD, F5, FGA, FLT1, EPAS1,  VEGF, 
NOS2, PGF, JAK2, EPCR

• Coagulación y angiogénesis

• Migración de monocitos y uNK
• Disminución respuesta Th1
• Aumento respuesta Tregs

Tabla 3. Principales moléculas implicadas en el procesos de implantación

Progesterona

Estrógeno

Citoquinas, IDO2, LIFR, TLR3
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Además de los cambios morfológicos celulares, durante las fases proliferativa y 

secretora, se produce la expresión diferencial de un gran número de genes que son 

regulados por factores intrínsecos y extrínsecos de cada célula  78–80. El estrógeno 

durante la implantación produce un engrosamiento (proliferación) del endometrio, 

un aumento en la angiogénesis, mejora de la supervivencia celular e inhibe la 

expresión de genes apoptóticos como el homólogo de la tensina (PTEN) 81. 

Adicionalmente, se observa un aumento en la expresión de genes asociados a la 

remodelación tisular y a la angiogénesis como las metaloproteinasas (MMPs) y 

VEGF 82–84.  

Los cambios ocurridos durante la decidualización son los que permiten 

principalmente la receptividad del endometrio al blastocisto para iniciar el proceso 

de implantación. En esta fase, se produce un aumento en la expresión de los genes 

que permiten la formación de pinopodos para facilitar el proceso de invasión y la 

adhesión del blastocisto, lo que promueve la producción de integrinas, de la 

osteopontina (OPN) y del factor inhibitorio de la leucemia (LIF), entre otros (Figura 
1) 82,85,86. 

Para que el proceso de adhesión sea exitoso se genera una unión fuerte entre el 

trofoectodermo (Trd) y las células deciduales, por lo que se necesita de la actividad 

conjunta de numerosas moléculas (e.g. mucinas,  integrinas, Fas-ligando) que 

permiten la ruptura de la barrera epitelial 87. Además, se inicia la comunicación 

vascular entre el endometrio y el Trd, la cual es realizada por proteínas asociadas 

a los procesos de coagulación y angiogénesis como THBD y EPAS1. THBD es una 

proteína fundamental para la implantación puesto que actúa en la activación de la 

proteína C, la cual a su vez genera un ambiente anticoagulante y anti-inflamatorio 

(dominio tipo lectina) 88,89. En pacientes con AER, se han evidenciado 

modificaciones en la función de esta proteína asociadas a alteraciones en la vía de 

la proteína C al igual que un estado de hipercoagulabilidad 90. Es importante precisar 

que durante este trabajo de tesis se efectuaron experimentos relacionados con esta 

proteína. 
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2.1.2 Secuenciación de Sanger y NGS de genes candidato del AER 

La aproximación gen candidato seguida de secuenciación de Sanger ha sido de 

mediana utilidad para la genotificación de genes implicados en el AER. Al día de 

hoy, se ha estudiado un número limitado de regiones codificantes de genes 

involucrados en el proceso de implantación (e.g. JAK2, THBD, EPCR, AMN) 61,62,91. 

Sin embargo, una cantidad considerable de genes y de variantes frecuentes (SNPs) 

han sido asociados con el fenotipo. Únicamente un pequeño grupo de variantes ha 

sido validado por ensayos funcionales (Tabla 4). 

Se ha evidenciado que las pacientes con desórdenes trombofílicos poseen una 

mayor frecuencia de abortos espontáneos, en especial aquellas con policitemia vera 

(22%) y trombocitemia esencial (31%) 61,92. Un estudio de la región codificante de 

JAK2 por secuenciación de Sanger demostró que la mayoría de pacientes (estudio 

en 103 pacientes) con desórdenes trombofílicos (65% de las pacientes con 

policitemia vera y 23% con trombocitemia esencial) eran portadoras de un cambio 

de una valina por una fenilalanina en la posición 617 (p.Val617Phe), la cual podría 

contribuir con la etiología de AER 93–95. En un estudio de Mercier et al. (2007), de 

casos y de controles en mujeres francesas con AER idiopático, se demostró que el 

cambio JAK2 p.Val617Phe se encontraba más frecuentemente en pacientes con 

AER (1,06%) que en controles (0,20%). Además, se evidenció que estas mujeres 

tenían un riesgo relativo cinco veces mayor de presentar el AER en comparación 

con los controles (OR: 5,33, CI: 2,37 – 11,9, valor p <0,001) 61.  

Otros genes potencialmente etiológicos han sido estudiados mediante la 

aproximación gen candidato para determinar si variantes de secuencia podrían 

estar asociadas a la patogénesis del AER. Por ejemplo, teniendo en cuenta los 

modelos murinos de letalidad embrionaria temprana, Kaare et al. (2007) propusieron 

la trombomodulina (THBD) y el receptor endotelial para la proteína C (EPCR) como 

genes candidato 60. Estos autores, buscaron variantes por secuenciación directa en 

toda la región codificante de estos dos genes que pudieran estar asociadas al AER. 

De manera más precisa, estudiaron 46 pacientes de origen caucásico con historia 

de AER idiopático. 
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Gen
Número de 
pacientes

cDNA/alelos Proteína Rs
Ensayo 

funcional

JAK 3496 c.1849 G>A p.Val617Phe rs77375493 No
LIF 95 c.190 G>A p.Val64Met ---- No

c.745 G>A p.Val249Ile rs3732379
c.839 C>T p.Thr280Met rs3732378

385
775

IL6 775 c.-634 G>C ---- rs1800796 No
200 c.-418 G>A rs361525 No
204 c.-1211 T>C rs1800629 No
60

c.*722 T>G rs7242 No
c.-989 A>G rs2227631 No
c.-1179 G>A rs1233335
c.*29-126 G>A rs915670
c.-788 C>A rs114252012

78 *0105N ---- No
127  *01013 ---- Si

c.359 G>A p.Arg120His rs867500835
c.671 T>C p.Ile224Thr rs116795518
c.1268 G>A p.Gly423G rs116700161

C4BPB 962 c.694 A>G p.Thr232Ala  rs141922788 Si
c.971 C>T p.Pro324Leu rs41317833 
c.638 A>T p.Asn213Ile ----
 c.49 A>G p.Thr17Ala rs231775

No
FAS 134 c.-1378 G>A ----  rs2234767 No

c.-179 A>G  ---- rs751678403
c.26 G>A p.Arg9lys rs74422693
c.817-26 A>G ---- rs1007311

145
PROKR2 98 c.991 G>A p.Val331Met rs117106081 No

THBD 262 c.457 T>G p.Trp153Gly ---- No
c.2627 C>T p.Ala876Val rs765295717 
c.2863 T>C p.Ser955Gly rs749384397

FGB 98 c.–455 G>A ---- ---- No
ANXA5 243 c.-64 T>G ---- rs1050606 No

c.505 G>A p.Ala169Thr rs3742264 
c.*310 T>A ---- rs1087

ALPP  100 c.265 A>T p.Ile89Leu rs13026692 Si
MTHFD 200  c.1958 G>A p.Arg653Gln rs2236225 No

MTR 136 c.2756 A>G p.Asp919Gly rs1805087 No
200
136
156
200
136
156

No

MTHFR 

c.1286 A>C p.Glu429Ala rs1801131 No

c.665 C>T p.Ala222Val rs1801133

F5 51 Si

TAFI 86 No

BAX 67 No

ENOS 
200

Noc.894 T>G p.Glu298Asp rs1799983

 CTL4 300
Si

c.*1384 G>A ---- rs3087243

CD46 962 Si

C4BPA 962 Si

No

308

HLA-G
100

----
Si

 rs1799889

TNFA ----

PAI-1
c. -816 A>G

----

No

Tabla 4. Variantes asociadas al AER usando secuenciación de Sanger

CX3CR1 200 No

IL1B c.-598 T>C ---- rs16944



17 
 

Los autores encontraron dos variantes en el gen THBD (c.1418C>T y c.1728+ 

23_+40del) y cuatro en EPCR (c.323–20T>C, c.323–9_336dup, c.655A>G y 

c.717+16G>C). Sin embargo, todas las variantes encontradas presentaban 

frecuencias similares tanto en los casos como en los controles por lo que se 

concluyó que no participaban en la patogénesis de la enfermedad 60. 

Es importante recordar que cientos de genes son candidatos del AER idiopático por 

la complejidad molecular y la sutil regulación de los procesos de implantación y 

placentación.  

En este marco, la aproximación gen candidato/secuenciación de Sanger ha sido 

relativamente ineficiente porque permite el análisis de únicamente 700 pares de 

bases en una sola reacción. La secuenciación de siguiente generación (NGS) ha 

sido una herramienta útil para sobrepasar estas limitaciones pues permite estudiar 

amplias regiones del genoma de manera simultánea. Además, el NGS permite 

efectuar estudios de transcriptómica a nivel global (RNA-seq). Esta técnica ha 

permitido identificar mutaciones causales de numerosas enfermedades 

monogénicas y poligénicas 65,96–105.  

En este contexto, la NGS podría considerarse una aproximación potencialmente 

eficiente para el estudio de genes que puedan estar involucrados en el desarrollo 

del AER idiopático. Nuestro grupo ha abordado con éxito el estudio de varias 

enfermedades mono y poligénicas por técnicas NGS, y será utilizada en el presente 

trabajo de tesis 65,97,105–111. Hasta la fecha se han publicado 5 reportes (incluyendo 

uno derivado del presente trabajo de tesis) que implementan la técnica de NGS 

tanto para estudios genómicos como transcriptómicos en pacientes con AER (Tabla 
5) 112–116. Qiao et al., realizaron la secuenciación de exoma en las pérdidas de la 

gestación en 4 familias afectadas por AER. Los autores encontraron variantes de 

baja frecuencia en las regiones codificantes de los genes DYNC2H1 (p.Tyr2016Cys 

y p.Asp2184Val) y ALOX15 (p.Tyr139Cys y p.Thr560Met). La aproximación de NGS 

también se ha utilizado en el AER para determinar niveles diferenciales de expresión 

en los miRNAS y en el transcriptoma global entre las vellosidades coriónicas 

placentarias y la decidua de pacientes con AER e individuas sanas 113,114. Algunos  
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Estudio Técnica NGS Muestra Proceso biológico
p.Tyr2016Cys 
p.Asp2184Val
p.Tyr139Cys 
p.Thr560Met

ATF4 
Proliferación celular y 

apoptosis
C3 
GPX4
CD74 
PHLDA2 Crecimiento placentario
ICAM1 Adhesión celular
LAPTM5 Hematopoyesis
EGR1
PDLIM1
MAPK3
miR-3168
miR-1260b
miR-193a-3p
miR-494
miR-142-3p
MT-RNR2 
MTRNR2L9 
MTRNR2L8 
MTRNR2L10 
MTRNR2L3 
MTRNR2L1

Función mitocondrial

SNORA38B
HNRPA0
RN7SK
SCARNA5
SSTR5-AS1
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-100-5p 
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-1
hsa-miR-372
hsa-miR-371a-5p
hsa-miR-376c-3p
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-516-5p
hsa-miR-517a-3
hsa-miR-519a-3p 
hsa-miR-519d 
C3
C4
C4BP
DAF
DF 
SERPING1

Tabla 5. Genes asociados a AER encontrados por la técnica de NGS

 4 sobre-
regulados en 
vellosidades                     

      5  sub-
regulados en 
vellosidades

32 sobre-
regulados en 

decidua                            

Vías de coagulación y 
complemento

Huang et al., 2017 RNA-seq
 9 tejidos de 

pacientes con FIR 
y 11 con AER

661 sobre-
regulados en 

FIR y 301 sobre-
regulados en 

AER

Wang et al., 2016
Secuenciación de 

RNA pequeños

18 tejidos de 
decidua y 

vellosidades 
coriónicas

Proceso de apoptosis, ciclo 
celular y vía de 

señalización p53

138 sub-
regulados

 2 muestras de 
vellosidades 

coriónicas

RNA-seq y miRNA-
seq

Resultado

DYNC2H1

ALOX15

Sõber et al., 2016

Spliceosoma y función 
ribosomal

51  sobre-
regulados Invasión del trofoblasto y 

proliferación del 
sincitiotrofoblasto

Moduladores de los genes 
de proliferación e invasión

Inmunomodulación

Qiao et al., 2016
Secuenciación 

exoma completo
4 familias

Mantenimiento y síntesis 
de cilias

Inflamación
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de los transcritos sobre-expresados en el tejido de las pacientes fueron ATF4, C3, 

PHLDA2, GPX4, ICAM1, SLC16A2, miR-3168, miR-142-3p, hsa-miR-191-5p, hsa-

miR-24-3p. Éstos están involucrados en la modulación de la función inmunológica, 

en el crecimiento placentario, en la invasión del trofoblasto y en la proliferación del 

sincitiotrofoblasto. Los genes que se encontraron sub-expresados estaban 

involucrados principalmente en la apoptosis, en el ciclo celular y en las funciones 

relacionadas con la mitocondria, spliceosoma y ribosoma  (MT-RNR2, MTRNR2L9, 

MTRNR2L8,  SNORA38B, SCARNA5, hsa- miR-1, hsa-miR-372, entre otros) 113,114. 

Un estudio adicional de transcriptómica se realizó usando el tejido endometrial de 

pacientes con AER y FIR idiopática 115. Los autores encontraron transcritos 

diferencialmente expresados en ambos grupos de pacientes, las cuales pertenecían 

a las vías de coagulación y del complemento, como C3, C4, C4BP, DAF, DF y 

SERPING1 115. 

En síntesis, la aproximación de NGS es una herramienta eficiente para identificar 

nuevos genes candidato de relevancia dentro del proceso de implantación en AER. 

Estos genes después, de su validación funcional, podrían proponerse como 

marcadores moleculares para el diagnóstico y pronóstico del AER. Los aspectos 

antes mencionados fueron escritos, a manera de revisión, y sometidos a la revista 

Reproductive Science (IF: 2.5 – 2015) bajo el título “Classic and novel 
sequencing methods to dissect recurrent pregnancy loss aetiology” (Ver 

Anexo I). 

 
 

2.2 Metodología 

En este capítulo del trabajo de tesis se realizó un abordaje experimental que 

permitió responder a la siguiente pregunta de investigación:  

1- ¿Qué nuevos genes y mutaciones, identificados por NGS y validados 

funcionalmente, podrían estar relacionados con la etiopatología del AER?  
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La secuenciación de exoma por NGS (WES) es una técnica que permite estudiar 

todas las regiones codificantes del genoma (exones). En este estudio, usamos la 

aproximación de WES con el objetivo de identificar las variantes candidatas en 

genes que posiblemente estuvieran asociadas a la fisiopatología del AER usando la 

siguiente metodología. 

2.2.1 Inclusión de casos no-familiares de AER idiopático y de controles 

Se incluyeron en el estudio 49 pacientes afectadas por AER no familiar. Las 

pacientes colombianas fueron remitidas de centros de reproducción asistida 

asociados a la Universidad del Rosario, de las consultas privadas de gineco-

obstetras de Cecolfes y de los genetistas de Méderi y de la Universidad del Rosario 

(n=6). Las muestras de las pacientes francesas, que hacen parte de un banco de 

ADN de AER del Hospital de Nîmes (Francia), fueron también incluidas (n=43) 117. 

El criterio de inclusión de las pacientes se determinó de acuerdo con la guía 

americana para AER que definió la enfermedad como 2 o más abortos espontáneos 

y consecutivos antes de la semana 20 de gestación. Se incluyeron las pacientes 

que cumplían con este criterio y que tenían AER idiopático. Los criterios de 

exclusión fueron: pacientes con síndrome antifosfolípido, alteraciones en el cariotipo 

materno, coagulopatías y anormalidades anatómicas en el útero. El grupo control 

incluyó 100 mujeres de los mismos orígenes étnicos de las pacientes, que tuvieran 

al menos 2 hijos vivos y sin antecedentes de AER, enfermedad autoinmune, 

coagulopatías o enfermedades ginecológicas. A las pacientes y a los controles se 

les explicó los objetivos del estudio y previa firma del consentimiento informado, se 

les tomó una muestra de sangre periférica para realizar la extracción del ADN por 

medio del método de salting-out. El diagrama de la metodología usada para la 

identificación de nuevas variantes por WES se encuentra resumido en la Figura 2. 

 

 



21 
 

 

Figura 2. Metodología para la identificación de nuevas variantes potencialmente 
asociadas al AER y validación funcional.  

 

2.2.2 Preparación de la librería y secuenciación por NGS del exoma 

Las muestras de las pacientes fueron enviadas a la plataforma internacional 

Genotypic Technology Pvt. Ltd. en Bangalore, India. Para la preparación de la 

librería, el ADN se fragmentó por medio enzimático y la librería se construyó usando 

el protocolo para SureSelectXT Reagent Kit, HSQ (Catalog # G9611A). 200 

nanogramos de ADN genómico de cada muestra fue llevado a un volumen final de 

50 µL con TE y se sonicó con el sistema Covaris S220 para fragmentar el ADN a 

una longitud de 150 pb a 400 pb. El tamaño de los fragmentos fue verificado con el 

equipo Agilent HS Bioanalyzer Chip. La librería de ADN genómico fue construida 

siguiendo el protocolo para el sistema “Target Enrichment for Illumina Paired-End 

Sequencing Library manual”. 
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A los fragmentos se les repararon los extremos, se fosforilaron, se agregaron 

adeninas en los extremos y se ligaron los adaptadores. Después de la ligación, se 

realizó una PCR de 10 ciclos para enriquecer los fragmentos ligados a los 

adaptadores. La librería preparada se hibridó siguiendo las instrucciones del 

sistema Target Enrichment for Illumina Paired-End Sequencing Library manual. Los 

fragmentos de la librería hibridados fueron aislados por medio de captura magnética 

usando perlas de estreptavidina. Las perlas con los fragmentos capturados fueron 

resuspendidas en 15 µL de agua libre de nucleasas y se realizaron máximo 12 ciclos 

de amplificación por PCR de la librería. La purificación de los fragmentos se realizó 

usando el sistema HighPrep PCR clean up. La librería capturada fue cuantificada 

usando el fluorometro Qubit y en el sistema Agilent High Sensitivity Bioanalyzer 

Chip.  

La librería obtenida fue denaturada y secuenciada usando el equipo Illumina HiSeq 

4000, que utiliza la tecnología de secuenciación por síntesis para fragmentos de 

~150 pb. La librería fue diluida, denaturada e hibridada con oligonucleótidos 

inmovilizados sobre una superficie que fue usada como primers. Cada fragmento 

hibridado sirvió como molde en el proceso de amplificación en puente resultando en 

grupos de 1000 copias clonales. La secuenciación fue realizada por síntesis usando 

4 nucleótidos fluorescentes. Durante cada ciclo de secuenciación, un dNTP con el 

fluorocromo fue agregado, luego junto con el bloqueador fueron clivados, y la 

siguiente base complementaria fue agregada a la cadena de nucleótidos. Se 

realizaron 150 ciclos que corresponden a 150 pb secuenciadas por cada fragmento.  

2.2.3 Análisis bioinformático y depuración de los datos 

Una vez completada la secuenciación, los datos fueron extraídos de un servidor 

usando el software Illumina pipeline para obtener los archivos FASTQ. Se realizó el 

control de calidad de los datos usando los scripts de la empresa Genotypic. El 

objetivo de este análisis fue remover los llamados de base indeseables del extremo 

3´, los adaptadores de secuenciación y los extremos 3´de baja calidad. Los datos 

con alta calidad fueron alineados con las secuencias de referencia del genoma 
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humano GRCh37/hg19 con el programa BWA mem y las variantes fueron 

identificadas solo para las regiones que estaban presentes en la región blanco de 

todo el exoma Sureselect-Exome-50Mb-hg19_revA con las herramientas SAMtool 

y Bcftool. Las variantes que pasaron el umbral mínimo de cobertura de 30X y 

tuvieron un puntaje de calidad mínimo de Q30 (probabilidad de un llamado 

incorrecto de base 1 en 1000) fueron reportadas. Éstas se anotaron usando el 

programa Variant Studio para obtener la localización (intrónica/exónica/UTR), el 

nombre del gen, la variante proteica, la función, el identificador dbSNP y la 

predicción de patogenicidad (SIFT y Polyphen) de cada variante. 

2.2.4 Creación del subset de genes candidato 

La selección del subgrupo de genes candidato se realizó mediante una revisión 

sistemática de la literatura de genes que tuvieran una función importante dentro del 

proceso de implantación. Se usó la base de datos de PubMed y las palabras MeSH 

Recurrent spontaneous abortion OR RSA OR implantation AND genetics. Se 

incluyeron los artículos que mostraban asociación estadísticamente significativa 

entre variantes de genes candidato y el desarrollo de AER. También se incluyeron 

los artículos con ensayos funcionales que demostraran que las variantes en los 

genes candidatos tienen una implicación funcional. Adicionalmente, se buscaron 

modelos murinos KO en la base de datos del MGI del Jackson Laboratory 

(http://www.informatics.jax.org/) que tuvieran fenotipos asociados a Abnormal 

embryo attachment, Failure of embryo implantation, Impaired embryo implantation, 

Abnormal spontaneous abortion rate, Abnormal decidualization, Abnormal 

postimplantation uterine environment, Endometrium inflammation y Abnormal 

uterine receptivity. Con estos resultados se realizó una lista en Excel de los genes 

candidato y se determinó la función de cada uno usando las bases de datos de 

GeneCards (http://www.genecards.org/), UniProt (https://www.uniprot.org/), NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) y Ensembl 

(http://www.ensembl.org/index.html). También se determinó la expresión tisular 

(endometrio) de cada uno de los genes usando la herramienta de Illumina NextBio 

(http://www.nextbio.com/b/nextbioCorp.nb) y la base de datos “The human protein 

http://www.informatics.jax.org/
http://www.genecards.org/
https://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.nextbio.com/b/nextbioCorp.nb
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atlas” (https://www.proteinatlas.org/) . Se buscó la expresión y la función de cada 

gen durante la gestación usando la base de datos PubMed y las palabras MeSH 

Pregnancy OR Gestation OR Embryo Implantation OR Decidualization AND 

“nombre del gen o sus siglas”. Con esta metodología se obtuvo una lista de 234 

genes candidato de AER. 

2.2.5 Análisis bioinformático del subset de genes 

El análisis bioinformático del subset de genes candidato se realizó a partir de los 

archivos con las variantes identificadas en la secuenciación de exoma. Los archivos 

del exoma de cada paciente en formato .xlsx se transformaron a archivos en formato 

.csv para poder ser analizados en el programa R. La programación en R para el 

filtrado de las variantes en los genes candidatos se realizó usando los siguientes 

scripts: 

- ConstructTable(folderName): con esta función se creó una tabla única que 

contenía toda la información de cada uno de los archivos que se encontraban 

en la carpeta con formato .csv. De esta forma, el programa se optimizó para 

funcionar con una tabla unificada que contenía la información de todas las 

pacientes. 

- FilterByConsequence(table): con esta función se filtraron las variantes 

missense, nonsense, frameshift o que estaban en los sitios de splicing.  

- FilterByGene(table, folderName, geneSubset = "genes.txt"): buscó las 

variantes que se encontraban en la lista del subset de genes. De esta forma, 

se obtuvieron las variantes en los genes candidato. 

- SaveTable(table, fileName): esta función generó una tabla en formato Excel 

con las variantes encontradas en el subset de genes candidato para su 

posterior análisis. 

Utilizando la tabla de las variantes encontradas en el subset de genes candidato se 

realizó un filtro manual de todas las variantes nuevas (Novel SNPs y Novel INDELs). 

A las variantes missense encontradas se les realizó un alineamiento múltiple 

(ClustalW) con secuencias proteicas de distintas especies para determinar si se 
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encontraban dentro de regiones conservadas evolutivamente. Las variantes 

missense que estaban en regiones conservadas entre especies y las variantes 

nonsense, frameshift o que estaban en los sitios de splicing fueron escogidas para 

su confirmación, usando PCR y secuenciación directa a partir del ADN de las 

pacientes (ver más adelante 2.2.6.1). Las variantes confirmadas se tamizaron en el 

grupo control por PCR/secuenciación directa. 

Se realizó un análisis estadístico comparativo usando el test χ2 para determinar si 

había enriquecimiento de las variantes con cambios en la proteína en el grupo de 

genes candidato vs. todo el exoma 118,119. La significancia estadística se definió 

como un valor de p < 0,05. 

2.2.6 Análisis de las variantes candidatas 

2.2.6.1 Secuenciación directa de las variantes candidatas 

Para la validación de las variantes identificadas por NGS, se efectúo 

PCR/secuenciación directa. Se diseñaron primers flanqueantes de cada una de las 

variantes de interés. Se realizó una PCR para amplificar cada uno de los fragmentos 

que contenían las variantes candidatas. Los amplicones fueron purificados 

mediante exonucleasa I y fosfatasa alcalina. Se realizó secuenciación de Sanger 

con los primers diseñados en el interior de cada amplicón usando el programa 

Primer3 (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Se 

efectuó un tamizaje en el grupo control (n=100) con las variantes que fueron 

confirmadas en cada paciente. Las variantes que no se encontraron dentro del 

grupo control fueron seleccionadas como potenciales candidatas para la validación 

mediante estudios funcionales (ver más adelante).   

2.2.6.2 Análisis de fragmentación molecular orbital (FMO) de la 
estructura de proteínas con variantes candidatas 

Se realizó un análisis de fragmentación molecular orbital (FMO) de algunas 

proteínas, mutantes, que tuvieran una estructura previamente cristalizada. Esto se 

realizó para determinar si algunas de las variantes candidatas, encontradas por 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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medio de NGS exoma en pacientes con AER, alteraban potencialmente las 

estructuras proteicas 120–123. 

Se usó la función de swapaa del software UCSF Chimera para realizar las 

sustituciones de los aminoácidos por las mutaciones en la estructura de la proteína 

usando una librería de rotámeros. Se calcularon los puentes de hidrógeno con el 

método de Poisson-Boltzmann usando el servidor H++ web server y el mismo pH 

descrito en la cristalización. Se optimizaron los átomos de hidrógeno usando el 

modelo “conductor-like screening model (COSMO)”. Para determinar el efecto de 

las sustituciones de aminoácidos en la estructura de las proteínas, se realizaron los 

cálculos de FMO. Éstos permitieron descomponer las interacciones energéticas en 

términos de electrostática, repulsión, transferencias de carga y dispersión. Se 

escogieron las regiones cerca del sitio catalítico de cada proteína para ser 

fragmentadas. Los residuos con un radio ≤ 10Å alrededor del residuo mutante 

fueron incluidos en el análisis para disminuir los costos computacionales. Las 

interacciones entre fragmentos ≥3kcal/mol fueron considerados como significativos 

y se tuvieron en cuenta para la creación del modelo de fragmentación 3D. Los 

resultados de este estudio se incluyeron en la publicación “Novel genes and 
mutations in patients affected by recurrent pregnancy loss” (Ver Anexo II).  

2.2.6.3 Secuenciación de la región codificante de THBD en 
pacientes colombianas con AER  

Se realizó un tamizaje para identificar si la variante encontrada por WES se 

encontraba de manera frecuente en pacientes colombianas con AER. Además, se 

realizó el tamizaje para identificar otras variantes en la región codificante de THBD 

que pudieran tener un efecto deletéreo. Para el tamizaje de las variantes, se 

incluyeron 233 y 29 pacientes francesas y colombianas, respectivamente, afectadas 

por AER idiopático no familiar. Las pacientes colombianas fueron remitidas de los 

centros de reproducción asociados a la Universidad del Rosario, de las consultas 

privadas de gineco-obstetras de Cecolfes y de los genetistas de Mederi y de la 

Universidad del Rosario. Las pacientes francesas hacen parte del banco de ADN de 

pacientes con AER del Hospital de Nîmes, Francia 117. El criterio de inclusión de las 
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pacientes se efectuó de acuerdo con la guía americana para AER. Se incluyeron las 

pacientes que cumplían con este criterio y que tenían AER idiopático. El grupo 

control incluía 165 mujeres colombianas que tuvieran al menos 2 hijos vivos y sin 

antecedentes de AER, enfermedad autoinmune, coagulopatías o enfermedades 

ginecológicas. Para el grupo control de origen caucásico se utilizaron las bases de 

datos públicas de SNPs. A las pacientes y a los controles se les explicó los objetivos 

del estudio y previa firma del consentimiento informado, se les tomó una muestra 

de sangre periférica para realizar la extracción del ADN por medio del método de 

salting-out. Para la PCR/secuenciación directa se diseñaron primers flanqueantes 

de la región codificante del gen THBD (monoexónico). Se realizó una PCR para 

amplificar el ORF completo del este gen. Los amplicones fueron purificados 

mediante exonucleasa I y fosfatasa alcalina. Se realizó secuenciación de Sanger 

usando primers diseñados en el interior del amplicón. Las secuencias se 

compararon con la versión wild type (WT) de THBD (ENSG00000178726). Se 

realizó un tamizaje en el grupo control con las variantes raras (frecuencia alélica 

mínima - MAF ˂1%) que fueron confirmadas en cada paciente. Las variantes que 

no se encontraron dentro del grupo control fueron seleccionadas como potenciales 

candidatas para la validación mediante estudios funcionales (ver más adelante).   

 2.2.6.4 Análisis bioinformático de las variantes de THBD 

Las frecuencias alélicas de las variantes candidatas obtenidas en pacientes 

francesas con AER fueron comparadas con aquellas reportadas en la base de datos 

de Ensembl. Las frecuencias alélicas de las variantes encontradas en pacientes 

colombianas con AER fueron comparadas con el grupo control del mismo origen 

étnico. Se realizó la predicción de la potencial patogenicidad de las variantes 

missense candidatas usando SIFT y PolyPhen. Adicionalmente, se realizó un 

alineamiento múltiple (ClustalW) con las secuencias proteicas de distintas especies 

para determinar si se encontraban dentro de regiones conservadas evolutivamente 

(Pan troglodytes, Sus scrofa, Canis lupus, Mus musculus, Gallus gallus y Xenopus 

laevis). Se realizaron pruebas estadísticas de χ² para calcular potenciales 

diferencias entre las frecuencias alélicas de casos y controles. 
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2.2.6.5 Análisis funcional in vitro de las variantes candidatas  

Las variantes de THBD (p.Trp153Gly) y de EPAS1 (p.Leu504Val y p.Tyr488Cys) 

que se encontraron en regiones evolutivamente conservadas y que no se 

encontraron en la población control fueron escogidas para estudiarlas mediante 

ensayos in vitro. Se escogieron principalmente estas variantes teniendo en cuenta 

los dominios funcionales en los que se encontraban y la función de la proteína en el 

contexto de la enfermedad. La metodología para estas variantes se presentará a 

continuación. 

2.2.6.5.1 Estudio de la expresión de THBD WT y mutante en células 
THP-1  

Células THP-1 no transfectadas fueron lisadas usando el buffer RIPA y un coctel 

inhibidor de proteasas para determinar la expresión basal de THBD en esta línea 

celular. El extracto de proteínas totales fue cuantificado utilizando el kit Pierce BCA 

protein assay (Thermo Scientific). La expresión de la proteína se analizó por 

electroforesis en un gel al 12% de poliacrilamida y se transfirió a una membrana de 

nitrocelulosa. Ésta se bloqueó con leche al 5% y se incubó con una dilución 1:500 

del anticuerpo primario anti-THBD (Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-13164). 

Después de 5 lavados con PBS-Tween 0,1%, se incubó con una dilución 1:5000 de 

fosfatasa alcalina conjugada con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón (Vector 

Burlingame, CA). La expresión de THBD se reveló con el sistema de sustrato líquido 

BCIP/NBT (Promega, Madison, USA). Se realizaron 3 réplicas biológicas. 

Para determinar la sobre-expresión de THBD en la membrana celular de la línea 

THP-1, se realizó la transfección de estas células con 500 ng de la versión WT y 

mutante de THBD en pcDNA 3.1/Zeo (+) y con el reactivo Fugene (Promega, 

Madison, WI, USA) en un medio libre de suero por 24 horas, en una caja de 24 

pozos. Las células transfectadas fueron lavadas con PBS 1X. Luego de incubar con 

el anticuerpo primario anti-THBD (Santa Cruz Biotechnology, Inc, sc-13164) por 1 

hora a 4°C, se realizaron 2 lavados con PBS 1X y se incubó con el anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón conjugado con FITC. Para permeabilizar las células, 
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se fijaron con paraformaldehído 1% por 30 minutos y se les adicionó saponina por 

30 minutos. Las células se lavaron con PBS 1X y se analizaron por citometría de 

flujo utilizando el equipo BD FACSCanto™ II. La prueba de Fischer se utilizó para 

calcular las diferencias en las intensidades de fluorescencia entre las células 

transfectadas con el ADN plasmídico THBD WT y mutante. Se realizaron 4 réplicas 

biológicas por duplicado cada una. 

2.2.6.5.2 Estudio de la localización subcelular de THBD WT y mutante  

Se realizaron ensayos de localización subcelular por medio de proteínas marcadas 

(GFP e inmunofluorescencia-IFI) de las versiones WT y mutante de THBD 

(p.Trp153Gly). El ORF completo de THBD WT y mutante fueron clonados en el 

plásmido pcDNA3.1-CT/GFP-TA para su localización subcelular mediante GFP. 

Adicionalmente, se utilizaron los clonajes del ORF completo de THBD WT y mutante 

en el plásmido pcDNA 3.1/Zeo (+) para efectuar experimentos de IFI. Para 

determinar la localización subcelular por medio de GFP, se transfectaron células 

CHO y COS-7 con el ADN plasmídico GFP de THBD WT o mutante por 24 horas. 

Las células postransfección fueron fijadas con paraformaldehído (4%) y lavadas con 

PBS 1X. Se utilizó el líquido de montaje con DAPI UltraCruz® Mounting Medium 

(sc-24941). Para determinar la localización subcelular por medio de IFI, se usaron 

los clonajes efectuados en pcDNA 3.1/Zeo (+) (WT o mutante). Las células CHO, 

COS-7 y THP-1 postransfección fueron fijadas con paraformaldehído al 4%, 

permeabilizadas con Tritón 1X, bloqueadas con BSA 0,1% y lavadas con PBS 1X. 

Se incubaron las células toda la noche con el anticuerpo primario anti-THBD (Santa 

Cruz Biotechnology, Inc, sc-13164). Después de 5 lavados, las células se incubaron 

con el anticuerpo secundario anti- IgG de ratón CFL594 generado en cabra (Santa 

Cruz Biotechnology Inc., sc 362277) por 2 horas. Se utilizó el líquido de montaje con 

DAPI UltraCruz® Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-24941). Se 

identificaron los diferentes perfiles de localización subcelular y se realizó un conteo 

celular para determinar potenciales diferencias estadísticamente significativas entre 

los perfiles encontrados en las células transfectadas con el ADN plasmídico THBD 

WT y mutante. La prueba de Fischer se utilizó para calcular las diferencias 
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estadísticas entre los perfiles encontrados. Se realizaron 3 réplicas biológicas por 

triplicado cada una. 

2.2.6.5.3 Estudio del efecto de la mutación THBD-p.Trp153Gly en la 
expresión de genes de la cascada corriente abajo de la citoquina 
HMGB1 

Se realizó qPCR de las células transfectadas con la versión THBD WT y mutante, y 

estimuladas con la citoquina HMGB1 para determinar si la mutación THBD-

p.Trp153Gly, encontrada en pacientes colombianas con AER, generaba un 

ambiente pro-inflamatorio por potenciales alteraciones en la expresión de genes 

corriente abajo de HMGB1. La transfección se realizó en la línea celular THP-1, 

utilizando 500 ng de las construcciones efectuadas en pcDNA 3.1/Zeo (+) (WT o 

mutante) y el reactivo Fugene (Promega, Madison, WI, USA) en un medio libre de 

suero por 24 horas. Posteriormente, se realizó la estimulación de las células con la 

citoquina HMGB1 (Origene, cat#: TP720309) por 24 horas. Después de la 

incubación, se realizaron lavados con PBS 1X y se efectuó la extracción de ARN 

total utilizando Trizol y el kit PureLink® RNA (Life technologies). La síntesis de ADNc 

se realizó usando el kit SuperScript III First-Strand (Life Technologies) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Con el ADNc obtenido, se efectuó una RT-PCR 

usando primers específicos para confirmar la expresión endógena de los transcritos 

de RAGE y GAPDH en esta línea celular. Además, se realizó la qPCR para 

determinar cambios en la expresión de los siguientes genes que se encuentran 

dentro de la cascada pro-inflamatoria corriente abajo de HMGB1: IL-8, CCL2, 

NFKB1, TNF-α, IL-10, IL-1β, GM-CSF, NOS2, VEGFA, PGF, FLT-1, JAK2, IKBKB, 

MAPK8, V-CAM1, MAP2K1 y STAT3. Se utilizó el gen GAPDH para la 

normalización. Los primers fueron diseñados usando el software Primer3Plus 124 y 

se usó 0,4 μM de cada primer para la reacción de qPCR. El 1X SYBER Green PCR 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific) y el QuantStudio 3 Real-Time PCR system 

(Thermo Fisher Scientific) fueron utilizados para el ensayo de qPCR. Se realizó una 

curva de melting para verificar la especificidad y la formación de los dímeros de 

primers. El análisis de expresión se realizó usando el método ΔΔCT. Se efectuó una 
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prueba de t-student para determinar diferencias estadísticas potencialmente 

significativas (p ˂ 0,05). Se realizaron 5 réplicas biológicas por duplicado cada una. 

2.2.6.5.4 Modelamiento in silico del efecto de la sustitución 
p.Trp153Gly en el dominio lectina de la proteína THBD 

Se realizó un BLASTp utilizando la secuencia de aminoácidos del dominio lectina-

like de THBD (aminoácidos 19-170) y usando como referencia la base de datos de 

estructuras del protein data bank (PDB). La estructura cristalográfica con mayor 

similitud fue el receptor de manosa CTLD3 humano - PDB ID: 5XTS 125. Con esta 

estructura como plantilla, se modeló el dominio lectina de THBD1 utilizando el 

servidor I-TASSER 126–128. El mejor modelo basado en homología obtenido (WT) fue 

usado como base para generar la estructura del domino mutante (MT, p.Trp153Gly) 

con el algoritmo swapaa del programa UCSF Chimera 129, utilizando la librería de 

rotámeros de Dunbrack 130. Las estructuras WT y MT del dominio lectina fueron 

refinadas con dinámica molecular en el programa NAMD 2.12 con el campo de 

fuerza CHARMM36, usando frontera periódica, un ensamble isotérmico e isobárico 

(P=1 atm, T=300 K) y un modelo TIP3 de solvatación 131–133. Se procedió con una 

minimización de 0,25 nanosegundos (ns), seguido de una dinámica de 1,0 ns y 

finalizando con una minimización de 0,25 ns. La calidad de las estructuras fue 

estimada usando los programas MolProbity y Qmean 134,135.  

Las estructuras refinadas para WT y MT fueron alineadas estructuralmente y 

comparadas con el RMSD (root-mean-square deviation) usando el programa VMD 

1.9.3 136.  El volumen y área superficial de los modelos refinados fueron estimados 

con el programa 3V, usando un radio de prueba de 1 Å 137. Adicionalmente, se 

estimó el pKa por residuo usando el programa PROPKA 138. A partir de estos 

resultados, se utilizó el algoritmo APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) para 

generar el potencial electrostático para las estructuras analizadas139. Se calculó 

para cada uno de los residuos la carga y el radio por átomo usando el programa 

PDB2PQR 140. 
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Se calculó el cambio de energía (kcal/mol) que causa la sustitución p.Trp153Gly 

usando los últimos 7 ns (7000 frames, a partir de la estabilización de la trayectoria) 

de una dinámica de 10 ns, a partir de las estructuras WT y MT refinadas. La 

dinámica fue calculada usando el programa NAMD 2.12 con los mismos parámetros 

previamente descritos en el proceso de mejoramiento estructural. Se evaluó la 

energía para los modelos WT y MT con el plugin NAMD Energy 1.4 implementado 

en el programa VMD 1.9.3. La diferencia en los valores de la moda y promedio de 

la energía libre de las dos trayectorias fue utilizada como criterio para el cambio de 

energía implicado en la mutación p.Trp153Gly. Las distribuciones de energía 

obtenidas fueron evaluadas con una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, 

y se realizó una prueba t -student para comparar las distribuciones de energía de 

WT vs. MT usando el paquete stats del programa R 3.3.2. 

 2.2.6.5.5 Estudio genético y funcional de las variantes de EPAS1 

2.2.6.5.5.1 Inclusión de pacientes no relacionados con AER 
idiopático y de controles 

Se escogió el gen EPAS1 para el tamizaje de las variantes en los exones 10, 11 y 

12, ya que se encontraron en los experimentos de NGS mutaciones en 3 pacientes 

francesas con AER. Además, EPAS1 es un factor de transcripción fundamental 

durante el proceso de decidualización. Para este tamizaje se incluyeron 224 

pacientes francesas afectadas por AER idiopático no familiar. Las pacientes 

francesas hacen parte del banco de pacientes de AER del Hospital de Nîmes, 

Francia 117. El criterio de inclusión de las pacientes se efectuó de acuerdo con la 

guía americana para AER. Se incluyeron las pacientes que cumplían con este 

criterio y que tenían AER idiopático. Para el grupo control se utilizó la base de datos 

pública de SNPs Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html). A las pacientes se 

les explicó los objetivos del estudio y previa firma del consentimiento informado, se 

les tomó una muestra de sangre periférica para realizar la extracción del ADN por 

medio del método de salting-out. 

https://www.ensembl.org/index.html
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2.2.6.5.5.2 Secuenciación directa de los exones 10, 11 y 12 del gen 
EPAS1 

Se diseñaron primers flanqueantes de la región codificante de los exones 10, 11 y 

12 de EPAS1. Estos exones codifican para el dominio de degradación dependiente 

de oxígeno (ODDD) y para el dominio de N-transactivación de la proteína. Se realizó 

una PCR para amplificar cada exón. Los amplicones fueron purificados mediante 

exonucleasa I y fosfatasa alcalina. Se realizó secuenciación de Sanger usando 

primers diseñados en el interior del amplicón. Las secuencias se compararon con la 

versión WT de EPAS1 (ENSG00000116016).  

  2.2.6.5.5.3 Análisis bioinformático de las variantes de EPAS1 

Se realizó la predicción de la potencial patogenicidad de las variantes missense 

candidatas usando SIFT y PolyPhen-2. Adicionalmente, se les realizó un 

alineamiento múltiple (ClustalW) con secuencias proteicas de distintas especies 

para determinar si se encontraban dentro de regiones conservadas evolutivamente 

(Mus musculus, Rattus norvegicus, Pan troglodytes, Equus caballus y Bos Taurus).  

2.2.6.5.5.4 Estudio gen reportero (bajo condiciones de hipoxia) 
de las mutaciones p.Leu504Val y p.Tyr488Cys de EPAS1 

Para el estudio gen reportero bajo condiciones de hipoxia de las mutaciones EPAS1 

se realizaron las construcciones del ORF completo de EPAS1 WT en pcDNA 

3.1/Zeo (+). Esta construcción se usó de molde para realizar las mutagénesis de las 

posiciones c.1463A>G y c.1510C>G usando el Kit GeneArt® Site-Directed 

Mutagenesis System (Thermo Fischer). Los promotores de los genes blanco 

directos conocidos de EPAS1 (VEGF, INHA, EPO y PAI-1) fueron clonados en el 

plásmido pGL4.22[luc2CP/Puro], el cual incluye la secuencia del gen reportero de 

luciferasa (luc2CP - Photinus pyralis). Se usó también un plásmido que contenía la 

secuencia codificante de Renilla como normalizador de la transfección. Se realizó 

una co-transfección en células COS-7 bajo condiciones de hipoxia química con 100 

µM deferroxamina (DFO) con las 3 construcciones: la que contiene el ORF WT o 
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mutante de EPAS1 (500 ng), la que incluye la secuencia de los promotores (700 ng) 

y la que codifica para la Renilla (30 ng). La magnitud de la 

transactivación/transrepresión se analizó usando el sistema Dual-Luciferase 

Reporter Assay (Promega, Madison, WI, USA). Previo al ensayo gen reportero, se 

efectuaron varios ensayos de puesta a punto de la hipoxia.   

 

2.3 Resultados 

2.3.1 Secuenciación NGS y de Sanger para la búsqueda de nuevas 
variantes de AER idiopático y análisis bioinformático 

Los resultados de la secuenciación del exoma en las pacientes colombianas y 

francesas con AER idiopático mostraron una profundidad de exploración, para más 

del 85% de las variantes, de 30X en promedio. El total de las variantes encontradas 

en todos los exomas fue 1,371,096 y de éstas, 15,944 estaban en el subset de 

genes candidato (RPL-234) (Figura 3).  

Figura 3. Filtrado bioinformático de los datos de la secuenciación del exoma. All-ex: 
datos del exoma completo excluyendo los resultados RPL-234. RPL-234: subset de 
genes candidato para AER. C+: variantes que involucran residuos estrictamente 
conservados durante la evolución. 
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Usando el filtro de variantes nuevas (N_SNP) se encontraron 24,685 en todos los 

exomas y 249 en el subset RPL-234. En el subset se identificaron 128 variantes en 

51 genes candidato que presentaban cambios a nivel de la proteína: 127 missense 

y 1 splice donor.  El análisis estadístico comparativo (test χ2) entre las variantes con 

cambios en la proteína entre el grupo RPL-234 (51%) versus las de todo el exoma 

(31,7%) mostró que el subset de genes RPL-234 estaba enriquecido por variantes 

con cambios a nivel proteico (p=0,0005). Treinta y nueve variantes se encontraban 

en regiones conservadas evolutivamente (C+) y de éstas, 27 fueron confirmadas 

por medio de secuenciación directa y consideradas candidatas en la etiología del 

AER (Figura 3, Tabla 6). Se usaron 4 programas bioinformáticos (SIFT, PolyPhen-

2, Mutation taster y MutPred) para predecir la potencial patogenicidad de las 

variantes C+. El 27% de las variantes candidatas presentaban un puntaje 

compatible con efectos potencialmente deletéreos en todos los programas: CDH1-

p.Val55Gly, THBD-p.Trp153Gly, FGA-p.Phe685Cys, BMP7-p.Arg150Cys, IDO2-

p.Phe180Cys, IDO2-p.Phe250Ser y MMP-10-p.Asp199Asn (Tabla 7). 

Luego de la selección de las variantes y su verificación por secuenciación de Sanger 

identificamos que 20 de las 49 pacientes presentaron mutaciones en genes 

candidato del subset 234-RPL. El 80% de estas pacientes presentaron pérdidas 

tempranas de la gestación, 10% pérdidas tardías y el 10% restante ambos tipos de 

abortos (Tabla 8). En las pacientes colombianas se identificaron 4 variantes en 

genes candidato relevantes para la coagulación, la remodelación de la matriz 

extracelular y la modulación de la función inmunológica. En las pacientes francesas 

se identificaron 23 variantes en genes candidato relevantes en procesos biológicos 

como la adhesión celular trofoblasto-endometrio, la coagulación, la angiogénesis, la 

proliferación celular, la diferenciación, la migración, la apoptosis y la activación de 

los receptores nucleares esteroideos (Tabla 6).  Ninguna de las 27 variantes fue 

encontrada en los grupos control respectivos (francesas y colombianas). Se 

escogieron algunas de las variantes, como THBD p.Trp153Gly, EPAS1 

p.Tyr488Cys y EPAS1 p.Leu504Val para realizar estudios funcionales in vitro y 

determinar su posible causalidad en la fisiopatología del AER. Estas variantes 
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fueron aquellas que se encontraban en regiones conservadas evolutivamente de la 

proteína (ver más adelante).  

Tabla 6. Variantes nuevas identificadas en genes candidato mediante NGS y 
confirmadas por secuenciación directa en pacientes con AER. 
 

 

Posición 
nucleótido

Posición proteína

Pt-37 TRO c.2909G>A p.Gly970Asp
Pt-39 CDH11 c.1355C>G p.Ala452Gly
Pt-20 CDH1 c.164T>G p.Val55Gly
Pt-46 THBD c.457T>G p.Trp153Gly
Pt-22 F5 c.5932A>C p.Thr1978Pro
Pt-22 F5 c.4619A>C p.Glu1540Ala
Pt-16 FGA c.2054T>G p.Phe685Cys
Pt-45 MMP10 c.595G>A p. Asp199Asn
Pt-26 MMP9 c.17C>T p.Pro6Leu
Pt-28 COL6A3 c.6859C>T p.Arg2287Trp
Pt-29 ADAMTS1 c.2068G>C p.Val690Leu
Pt-45 TNC c.4063G>A p.Val1355Met
Pt-35 FLT1 c.953C>T p.Ser318Leu
Pt-31 FLT1 c.2435G>A p. Arg812Gln
Pt-5 EPAS1 c.1510C>G p.Leu504Val
Pt-11       
Pt-17

EPAS1 c.1463A>G p.Tyr488Cys

Pt-4 LIFR c.2338C>T p.Arg780Cys
Pt-36 FGFR2 c.1088C>T p.Ala363Val
Pt-19 BMP7 c.448C>T p.Arg150Cys
Pt-19 AMN c.207G>A p.Met69Ile Metabolismo
Pt-48 IDO2 c.749T>C p.Phe250Ser
Pt-5 IDO2 c.539T>G p.Phe180Cys
Pt-26 CR1 c.4501A>G p.Thr1501Ala
Pt-28 TLR3 c.2384C>T p.Ala795Val
Pt-20 TRAF3IP1 c.415C>T p.Arg139Trp
Pt-14 NCOA1 c.2011T>G p.Ser671Ala Activación de los receptores nucleares esteroideos 

Proliferación celular, diferenciación, migración y 
apoptosis

Modulación de la función inmunológica

Paciente Gen Proceso biológico
Variante

Adhesión celular trofoblasto-endometrio 

Coagulación

Remodelación de la matriz extracelular 

Angiogenesis
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PhyloP PhastCons Predicción
TRO p.Gly970Asp Tolerada (0.07) Probablemente dañina (0.999) 1.224 0.019 Polimorfismo 0.379 1 de 4
CDH11 p.Ala452Gly Tolerada (0.38) Benigna (0.197) 3.39 0.999 Causante de enfermedad 0.322 1 de 4
CDH1 p.Val55Gly Deletérea (0) Probablemente dañina (1) 3.938 1 Causante de enfermedad 0.821 4 de 4
THBD p.Trp153Gly Deletérea (0) Probablemente dañina (0.976) 3.847 0.987 Causante de enfermedad 0.716 4 de 4

p.Thr1978Pro Deletérea (0) Benigna (0.388) 3.052 1 Causante de enfermedad 0.889 3 de 4
p.Glu1540Ala Deletérea (0.02) Benigna (0.185) 2.084 0.221 Polimorfismo 0.455 1 de 4

FGA p.Phe685Cys Deletérea (0) Probablemente dañina (1) 5.158 1 Causante de enfermedad 0.960 4 de 4
MMP10 p. Asp199Asn Deletérea (0) Probablemente dañina (0.992) 5.238 1 Causante de enfermedad 0.711 4 de 4
MMP9 p.Pro6Leu Tolerada (0.4) Posiblemente dañina (0.824) 0.878 0.366 Polimorfismo 0.461 1 de 4
COL6A3 p.Arg2287Trp Deletérea (0.02) Probablemente dañina (0.985) 1.479 0.003 Polimorfismo 0.517 3 de 4
ADAMTS1 p.Val690Leu Tolerada (0.1) Benigna (0.113) 4.077 1 Causante de enfermedad 0.547 2 de 4
TNC p.Val1355Met Tolerada (0.06) Benigna (0.316) 1.239 0.843 Causante de enfermedad 0.674 2 de 4

p.Ser318Leu Tolerada (0.16) Posiblemente dañina (0.794) 2.463 0.019 Polimorfismo 0.472 1 de 4
p.Arg812Gln Tolerada (0.16) Benigna (0.407) 6.18 1 Causante de enfermedad 0.334 1 de 4
p.Tyr488Cys Tolerada (0.08) Posiblemente dañina (0.687) 3.174 1 Causante de enfermedad 0.254 2 de 4
p.Leu504Val Deletérea (0) Probablemente dañina (0.979) 5.684 1 Causante de enfermedad 0.456 3 de 4

LIFR p.Arg780Cys Tolerada (0.07) Posiblemente dañina (0.542) 1.265 0.899 Polimorfismo 0.577 2 de 4
FGFR2 p.Ala363Val Tolerada (0.34) Posiblemente dañina (0.492) 4.295 1 Causante de enfermedad 0.258 2 de 4
BMP7 p.Arg150Cys Deletérea (0) Probablemente dañina (0.952) 2.863 0.998 Causante de enfermedad 0.658 4 de 4
AMN p.Met69Ile Tolerada (0.05) Benigna (0.016) 2.147 0.98 Causante de enfermedad 0.614 2 de 4

p.Phe180Cys Deletérea (0) Probablemente dañina (1) 3.591 0.978 Causante de enfermedad 0.936 4 de 4
p.Phe250Ser Deletérea (0) Probablemente dañina (0.994) 2.707 1 Causante de enfermedad 0.795 4 de 4

CR1 p.Thr1501Ala Tolerada (0.3) Benigna (0.076) -0.206 0 Polimorfismo 0.540 1 de 4
TLR3 p.Ala795Val Tolerada (0.14) Probablemente dañina (0.961) 4.188 1 Causante de enfermedad 0.716 3 de 4
TRAF3IP1 p.Arg139Trp Tolerada (0.07) Probablemente dañina (0.928) 0.261 0.006 Polimorfismo 0.603 2 de 4
NCOA1 p.Ser671Ala Tolerada (0.64) Benigna (0.041) 0.447 0.997 Polimorfismo 0.270 Ninguno

F5

FLT1

EPAS1

IDO2

Tabla 7. Predictores de patogenicidad para las variantes candidatas confirmadas por secuenciación de Sanger

Proteína Variante SIFT Polyphen
Mutation taster

Mutpred Total
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Tabla 8. Características clínicas de las pacientes AER francesas y colombianas con 
variantes nuevas identificadas en genes candidato mediante NGS y confirmadas 
por secuenciación directa. 

 

Origen 

étnico 

Código de 

paciente 

Número total 

de pérdidas 

Pérdidas tempranas 

(< 10 semanas de 

gestación) 

Pérdidas tardías (≥ 10 

semanas de 

gestación) 

FRANCIA 

Pt-4 3 3  

Pt-5 3 3  

Pt-11 3 3  

Pt-14 3 3  

Pt-16 3 3  

Pt-17 3 3  

Pt-19 3 3  

Pt-20 3 3  

Pt-22 3 3  

Pt-26 3 3  

Pt-28 3 3  

Pt-29 3 3  

Pt-31 4 4  

Pt-35 2  2 

Pt-36 4 4  

Pt-37 2  2 

Pt-39 4 4  

COLOMBIA 

Pt-45 3 3  

Pt-46 3 2 1 

Pt-48 4 3 1 
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2.3.2 Fragmentación molecular orbital (FMO) de mutaciones en 
proteínas candidatas 

El análisis de FMO se realizó para determinar el efecto potencial que causaban las 

mutaciones de FGA p.Phe685Cys (Figura 4) y MMP-10 p. Asp199Asn (Figura 5) 

en la interacción con los residuos cercanos de la estructura cristalizada de las 

proteínas. Este análisis se realizó en estas proteínas porque eran las únicas que 

dentro de su estructura cristalizada incluían las mutaciones de interés. En la 

estructura de FGA Phe685 corresponde al amino ácido en la posición Phe666. El 

análisis de FMO sugirió que el cambio por una Cys666 produjo un efecto estructural 

al desestabilizar las interacciones alrededor del sitio catalítico (Figura 4A, D). Dos 

interacciones importantes se encontraron en la estructura de la proteína WT: un 

puente de hidrógeno formado entre Phe666 y Tyr673, y una interacción no clásica de 

un puente de hidrógeno y un CH-π entre Phe666 y Arg659. También se evidenciaron 

otras interacciones formadas por puentes de hidrógeno no clásicos entre Phe666, 

Trp689 y Phe677 (Figura 4B, E). La sustitución por una Cys666 resultó en un cambio 

significativo en la energía total de interacción de 39,67 (WT) a -2,38 (MT) kcal/mol. 

Adicionalmente, se perdieron 3 puentes de hidrógeno no clásicos (interacciones 

CH-π) y se generaron dos interacciones dominadas por efectos de repulsión 

conducentes a la desestabilización de la estructura de la proteína: interacción del 

grupo tiol de Cys666 con Tyr673 y con las cadenas laterales de Asn799 (Figura 4C, F). 

Un análisis similar realizado en la estructura cristalizada de MMP-10 WT identificó 

3 interacciones mayores con el residuo Asp199: un puente de hidrógeno entre Asp199 

y Lys165, interacciones electrostáticas entre Asp199 y el ion zinc (Zn2+) coordinado 

por 4 residuos (Bloque de Zn: His167, His182, His195 y Asp169) y una interacción 

electrostática entre Asp199 y His178 (Figura 5A, B, E). Al realizar el análisis de FMO 

con la sustitución Asn199 MT solo se identificó una interacción y la pérdida de las 

interacciones mayores antes mencionadas (Figura 5A, C, F) lo que se reflejó en el 

cambio de la energía total de interacción entre la estructura WT y MT (-108.45 

kcal/mol WT vs. -11.98 kcal/mol MT) generando la potencial desestabilización de la 

proteína. Estos resultados sugirieron que las mutaciones encontradas en estas dos 
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proteínas en pacientes con AER podrían generar efectos patogénicos por 

desestabilización de las estructuras proteicas debido a la pérdida de interacciones 

energéticas con los residuos cercanos a los sitios de las mutaciones.  

Los resultados antes mencionados fueron publicados en la revista PLOS One (IF: 

2.8 – 2016) bajo el título “Novel genes and mutations in patients affected by 
recurrent pregnancy loss” (Ver Anexo II). Además, fueron presentados en la 

modalidad de poster y presentación oral en el “67th Annual Meeting of the 
American Society of Human Genetics” y en el “3rd World Congress on 
Recurrent Pregnancy Loss (WCRPL 2018)”, respectivamente. 
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Figura 4. Resultados de FMO para FGA WT y mutante (p.Phe685Cys). A) amino 
ácidos interactuando con Phe666. Interacciones conservadas entre WT y MT 
sombreadas en gris. B) Interacciones WT con Phe666. C) Interacciones con Cys666 
(MT). Barras describen el tipo de interacciones: electrostáticas (verde), repulsión 
(rojo), transferencia de carga (azul), dispersión (amarillo) y solvatación (cian). 
Valores positivos son considerados desestabilizantes y los negativos estabilizantes. 
D) Vista del sistema analizado. Cuadro rojo zona de la mutación. E) Interacciones 
WT con Phe666. F) Interacciones con Cys666 (MT). Las energías son expresadas en 
kcal/mol. 
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Figura 5. Resultados de FMO para MMP-10 WT y mutante (p. Asp199Asn). A) 
Amino ácidos interactuando con Asp199. Interacciones conservadas entre WT y MT 
sombreadas en gris. B) Interacciones WT con Asp199. C) Interacciones con Asn199 
(MT). Barras describen el tipo de interacciones: electrostáticas (verde), repulsión 
(rojo), transferencia de carga (azul), dispersión (amarillo) y solvatación (cian). 
Valores positivos son considerados desestabilizantes y los negativos estabilizantes. 
D) Vista del sistema analizado. Cuadro rojo zona de la mutación. E) Interacciones 
WT con Asp199. F) Interacciones con Asn199 (MT). Las energías son expresadas en 
kcal/mol. 
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2.3.3 Secuenciación directa y ensayos funcionales de las variantes de 
THBD 

2.3.3.1 Secuenciación de la región codificante de THBD en 
pacientes colombianas con AER 

Las 262 pacientes con AER se dividieron en subgrupos teniendo en cuenta el 

número de AER que habían presentado: el subgrupo G1 correspondía a pacientes 

con 2 AER, el G2 a pacientes con 3 AER, el G3 a 4 AER y el G4 a >4 AER. 

El 59,9% de las pacientes (n=157) pertenecían al G1, mientras que el 33,2% 

pertenecían al G2 y G3 (n=69 y n=18, respectivamente). El G4 lo conformaban 18 

pacientes, representando el 6,9%. Los resultados de la secuenciación directa de 

toda la región codificante del gen THBD mostraron 2 variantes missense (c.457 T>G 

- p.Trp153Gly y c.1418 C>T- p.Ala473Val). La variante THBD c.457 T>G 

(p.Trp153Gly) fue encontrada únicamente en las pacientes colombianas y no había 

sido reportada previamente en las bases de datos públicas de SNPs. Para esta 

variante se encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre 

los casos y los controles del mismo origen étnico (p= 9 × 10−6) (Tabla 9). La variante 

THBD c.1418 C>T (p.Ala473Val) presentaba un MAF de 0,16 en la base de datos 

de Ensembl. Se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p= 0,02) 

entre el grupo de pacientes francesas con AER e individuos europeos reportados 

en la base de datos de Ensembl. Entre las pacientes colombianas y el grupo control 

no se encontraron diferencias estadísticamente significativas para esta variante la 

cual se encontraba con mayor frecuencia en el G1 (Tabla 9). Estos resultados 

sugieren que la variante THBD c.457 T>G (p.Trp153Gly) es específica de la 

población colombiana y podría ser causal del AER en mujeres de este origen étnico. 

Los resultados antes mencionados fueron publicados en la revista Reproductive 
Biology and Endocrinology (IF: 2.8 – 2016) bajo el título “THBD sequence 
variants potentially related to recurrent pregnancy loss.” (Ver Anexo III). 
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ADN Proteína Cigocidad (n) Rs Grupo AER Pacientes 
European 
controls 

(Ensembl)
MAF

Frecuencia alélica 
(casos)

Frecuencia alélica 
(controles)

Valor P SIFT PolyPhen 
Conservación 

evolutiva

Homocigoto (3) G1: 65,6% 
Heterocigoto (29) G2: 25%

G3: 9,4%

ADN Proteína Cigosidad (n) Rs Grupo AER Pacientes 
Colombian 

Controls 
MAF

Frecuencia alélica 
(casos)

Frecuencia alélica 
(controles)

Valor P SIFT PolyPhen 
Conservación 

evolutiva

Homocigoto (3) G1: 50% 
Heterocigoto (1) G3: 25%

G4: 25%
G1: 50% 
G2: 25%
G4: 25%

0,73 Tolerado (0,42) Beningno (0) Si

Si

c.1418 C>T p.Ala473Val Heterocigoto (4) rs1042579 4/29 51/165 0.16 C: 0,93          T: 0,07 C: 0,95          T: 0,05

 T: 0,88          G: 0,12 T: 1          G: 0 0,000009 Deletéreo (0)
Probablemente 
dañino(0.976)

0,02 Tolerado (0,42) Beningno (0) Si

Pacientes con AER colombianas

c. 457 T>G p.Trp153Gly  4/29 0/165

Tabla 9. Secuenciación del ORF de THBD  en pacientes con AER y FIR e individuos control
Pacientes con AER francesas

c.1418 C>T p.Ala473Val rs1042579 32/233 173/503 0.16 C: 0,92          T: 0,08 C: 0,80        T: 0,20
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2.3.3.2 Estudio de la expresión de THBD WT y mutante en células 
THP-1 

Para identificar la expresión endógena de THBD, se realizó un Western blot 

utilizando el extracto total de proteínas de células THP-1 no transfectadas (Figura 
6). La expresión de las versiones de THBD WT y mutante (luego de su sobre-

expresión) en la membrana celular de THP-1 se analizó por citometría de flujo. Se 

demostró que ambas versiones de la proteína se expresan en la membrana celular, 

sin diferencias estadísticamente significativas ente ellas. Cuando se 

permeabilizaron las células, se evidenció un aumento en las intensidades de 

fluorescencia en comparación con las intensidades de la membrana célular, tanto 

para las células transfectadas con la versión WT, como para la mutante. Sin 

embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las 

intensidades de fluorescencia de las células permeabilizadas vs. las intensidades 

de la membrana celular con cada una de las versiones de THBD (WT y mutante) 

(Figura 7).  

Figura 6. Expresión endógena de THBD en la línea celular THP-1. M: marcador de 
peso (Opti-Protein XL Marker). 1: THBD (104 KDa). 2: β-actina (42 KDa). 
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Figura 7. Citometría de flujo de células THP-1 transfectadas con la versión THBD 
WT y mutante. A. Expresión en la membrana celular de las células THP-1 
transfectadas con la versión THBD WT y mutante. B. Intensidades de fluorescencia 
en células permeabilizadas y sin permeabilización. 
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2.3.3.3 Estudio de la localización subcelular de THBD WT y 
mutante  

Para determinar la localización subcelular de THBD WT y mutante (THBD - 

p.Trp153Gly), se transfectaron células CHO y COS-7 usando una construcción con 

el ORF de la proteína en fase con GFP y se usó en paralelo la técnica de IFI para 

ambas líneas celulares y para las células THP-1. Se identificaron señales de 

fluorescencia, tanto en la membrana citoplasmática, como en el citoplasma de estas 

células mediante ambas aproximaciones. 

Se describieron diferentes perfiles de localización subcelular: la delimitación o no de 

la membrana celular (MCD+ y MCD-, respectivamente), la presencia o no de 

agregados-like en la región perinuclear (AG+ y AG-, respectivamente) y, a su vez, 

esta categoría se dividió dependiendo de si los agregados-like eran masivos (+) o 

no (-) (Figuras 8 y 9). El conteo celular con los perfiles previamente descritos 

demostró que tanto la versión WT de la proteína como la mutante podían localizarse 

en la membrana celular. Sin embargo, se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas con la presencia de agregados-like vs. la ausencia de estos agregados 

en la región perinuclear entre la versión WT (68,5% y 31,5%, respectivamente) y 

mutante (78% y 22%, respectivamente) (p=0,041). Para el perfil de agregados-like 

perinucleares masivo (+) y (-) se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre las células transfectadas con la versión WT (21% y 47,5%, 

respectivamente) y mutante (38% y 40%, respectivamente) de la proteína (p= 

0,0019). Para la combinación de los perfiles MCD(-)/AG(+)/Masivo(+) y MCD(-) /AG 

(+)/Masivo(-) se encontró también diferencias estadísticamente significativas 

(p=0,0237) entre la versión WT (13,5% y 32%, respectivamente) y mutante (22% y 

25,5%, respectivamente) (ver Tabla 10).  

En las células THP-1 transfectadas con las versiones WT y mutante de THBD, se 

identificó señal de fluorescencia en el citoplasma de las células, sin delimitación de 

la membrana celular. Los perfiles que se describieron de localización subcelular 

fueron la presencia o no de agregados-like citoplasmáticos (AG+ y AG-, 

respectivamente) (Figura 10). El conteo celular con los perfiles previamente 
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descritos demostró diferencias estadísticamente significativas con la presencia de 

agregados-like vs. la ausencia de éstos entre la versión WT (26% y 74%, 

respectivamente) y mutante (63% y 37%, respectivamente) (p=1,05 e-13) (ver Tabla 
11). 

Tabla 10. Categorías encontradas por IFI en células CHO transfectadas con la 
versión WT y mutante de THBD 

 

Tabla 11. Categorías encontradas por IFI en células THP-1 transfectadas con la 
versión WT y mutante de THBD.  

 

Categorías
WT - 

número de 
células (%)

MUT - 
número de 
células (%)

Valor p 
(Fisher´s 

test)
MCD (+) 79 (39,5%) 87 (43,5%)

MCD (-) 121 (60,5%) 113 (56,5)
AG (+) 137 (68,5%) 156 (78%)
AG (-) 63 (31,5%) 44 (22%)

Masivo (+) 42 (21%) 76 (38%)
Masivo (-) 95 (47,5%) 80 (40%)

MCD (+) / AG (+) 46 (23%) 61 (30,5%)
MCD (+) / AG (-) 33 (16,5%) 26 (13%)

MCD (+) /AG (+)/MASIVO (+) 15 (7,5%) 32 (16%)
MCD (+) /AG (+)/MASIVO (-) 31 (15,5%) 29 (14,5%)

MCD (-) / AG (+) 91 (45,5%) 95 (47,5%)
MCD (-) / AG (-) 30 (15%) 18 (9%)

MCD (-) /AG (+)/MASIVO (+) 27 (13,5%) 44 (22%)
MCD (-) /AG (+)/MASIVO (-) 64 (32%) 51 (25,5%)

0,0237

0,4775

0,0418

0,0019

0,1438

0,0501

0,1065
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Figura 8. Perfiles de localización subcelular de la línea celular CHO transfectada con las construcciones de THBD WT y 
mutante (THBD- p.Trp153Gly).  
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Figura 9. Perfiles de localización subcelular de la línea celular COS-7 transfectada con las construcciones de THBD WT y 
mutante (THBD- p.Trp153Gly).  
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Figura 10. Perfiles de localización subcelular de la línea celular THP-1 transfectada con las construcciones de THBD WT 
y mutante (THBD- p.Trp153Gly).  

 



52 
 

2.3.3.4 Estudio del efecto de la mutación THBD p.Trp153Gly en la 
expresión de genes de la cascada corriente abajo de la citoquina 
HMGB1  

La mutación de THBD-p.Trp153Gly se encuentra dentro del dominio tipo lectina (C-

type lectin domain - CTLD) de la proteína, el cual se ha visto involucrado en 

procesos anti-inflamatorios por el secuestro de la citoquina HMGB1. Este secuestro 

permite la hidrólisis de la citoquina y evita su unión al receptor con función pro-

inflamatoria RAGE. La expresión endógena de éste en las células THP-1 se 

evidenció por medio de RT-PCR (Figura 11). 

 

Figura 11. Expresión endógena del receptor RAGE en células THP-1.  

 

 Para determinar si la mutación generaba la expresión diferencial de algunos 

transcritos corriente-abajo de la cascada pro-inflamatoria de HMGB1, se realizó 

qPCR con el ADNc de las células THP-1 transfectadas con cada versión de la 

proteína y estimuladas con HMGB1.  
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Los resultados de este ensayo demostraron que los genes GM-CSF (aumento de 

3,8 veces, p <0,0001), IL-10 (aumento de 1,4 veces, p=0,018), NOS2 (aumento de 

1,8 veces, p=0,011), FLT1 (aumento de 1,3 veces, p <0,0001), IKBKB (disminución 

de 1,2 veces, p=0,02), IL-8 (aumento de 1,5 veces, p=0,008) y CCL2 (aumento de 

1,3 veces, p=0,0229) se encontraban diferencialmente expresados con significancia 

estadística entre el WT y el mutante. Además, se demostró un aumento en la 

expresión de los genes IL-1B,  TNF-α, MAP2K1, PGF, STAT3 y VCAM1 entre las 

células transfectadas con la versión WT y mutante, sin diferencias estadísticamente 

significativas (Figura 12). 
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Figura 12. Expresión diferencial de los genes que participan en la cascada pro-inflamatoria de HMGB1 en células THP-1 
transfectadas con la versión WT y mutante de THBD. * valor p ˂0.05, ** valor p ˂0.01 y *** valor p ˂0.001. 
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3.3.3.5 Modelamiento in silico del efecto de la sustitución 
p.Trp153Gly en el dominio lectina de la proteína THBD 

El BLASTp para el modelamiento in silico del efecto de la sustitución p.Trp153Gly 

en el dominio lectina de la proteína THBD identificó que la estructura cristalográfica 

con mayor similitud fue el receptor de manosa CTLD3 humano (PDB ID: 5XTS), con 

un 30% de similitud, y un 16% de identidad (BLOSUM62 matriz) (Figura 13). 

 
 
Figura 13. Alineamiento de los dominios lectina analizados por BLASTp. 

 
 

El mejor modelo calculado por homología en I-TASSER para el dominio lectina de 

THBD resulta tener una calidad estructural pobre (contactos a menos de 0,4 Å, 

rotámeros no favorecidos y divergencias en el mapa de Ramachandran), mostrando 

un puntaje para Molprobity de 3,19 (siendo 0 el óptimo) y de -6,73 para QMEAN4 

(siendo valores < -4,0 indicadores de baja calidad). Después del proceso de 

refinamiento, la calidad de los modelos mejoró significativamente. El puntaje para 

Molprobity del modelo WT fue de 1,20 y para el modelo MT fue de 1,19. En 

QMEAN4, el modelo WT obtuvo un puntaje de -3,75 y el modelo MT de -3,80 (Figura 
14). 

La mutación p.Trp153Gly se encuentra en el interior de la proteína (Figura 15) y los 

modelos WT y MT tienen un RMSD de 3,032 Å considerando cadenas laterales y 

de 1,37 Å considerando únicamente el esqueleto. Esta diferencia implica un cambio 

de volumen de 186 Å3 (WT=20958 Å3 y MT=20772 Å3), siendo mayor el volumen 

del modelo WT comparado con el MT.  
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Figura 14. QMEAN4 normalizado. Se comparan los modelos estudiados con 
estructuras cristalográficas reportadas. El refinamiento aproxima el modelo crudo a 
parámetros estructurales aceptables. 

 

Figura 15. Modelo por homología del dominio de lectina de THBD. Modelo WT 
(verde) y MT (rojo) mostrando la posición 153 ubicada en el core hidrofóbico de la 
proteína, Trp (blanco) y Gly (verde). 
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Por otro lado, el cambio en el área superficial ocurre en sentido opuesto, siendo 

mayor el área superficial del modelo MT (8008 Å2) comparada con el WT (7831 Å2). 

Así mismo, al comparar el mapa de potencial electrostático para los modelos WT y 

MT, es notoria la diferencia en los rasgos ente éstos (Figura 16). 

Figura 16. Mapas de potencial electrostático de los modelos WT y MT. Se 
evidencian diferencias en la distribución de cargas (azul=positivo, rojo=negativo) y 
en la disposición y concentración de las líneas de campo. 

 

El cambio energético implicado en la mutación p.Trp153Gly muestra que, en 

promedio, el modelo MT (E= -1222,5 kcal/mol) es más estable que el WT (E= -

1195,7 kcal/mol). La distribución de la energía calculada mostró una clara diferencia 

en la distribución para WT y MT (Figura 17). La diferencia entre las medias de las 

dos distribuciones es de 26,83 kcal/mol con un error estándar de 0,47 kcal/mol. Esta 

diferencia resulta significativa según el t-test efectuado (p=0,05). La diferencia 
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según la moda (valor más frecuente) de las distribuciones es de 34,89 kcal/mol 

(EWT= -1196,01 kcal/mol y EMT= -1230,90 kcal/mol). 

 

Figura 17. Distribución de las energías calculadas para los modelos THBD WT y 
THBD p.Trp153Gly. 

 

 

2.3.4 Secuenciación directa y ensayos funcionales de las mutaciones 
de EPAS1 

Los resultados de la secuenciación directa de las 224 pacientes francesas con AER 

para los exones codificantes para los dominios de degradación dependiente de 

oxígeno (exón 10) y para el de N-transactivación (exón 11 y 12) del gen EPAS1 

(Figura 18) mostraron 2 variantes missense (c.1400 G>A - p.Ser467Asn y c.1790 

C>T- p.Thr597Ile). 
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Figura 18. Diagrama del gen EPAS1 y de las mutaciones encontradas en el exoma 
y por secuenciación directa. 

 

Cada variante fue encontrada en una paciente de las 224 tamizadas. Éstas habían 

sido reportadas previamente en las bases de datos públicas con un MAF ˂1%. Sin 

embargo, éstas no mostraron resultados potencialmente deletéreos en los 

predictores de patogenicidad SIFT y PolyPhen por lo cual no se consideraron con 

significancia funcional para realizar el screening en controles y para realizar estudios 

funcionales in vitro (Tabla 12).  

 

 

 

Para el estudio gen reportero bajo condiciones de hipoxia de las mutaciones EPAS1 

identificadas por NGS (p.Tyr488Cys y p.Leu504Val), hasta la fecha, se realizó un 

ensayo gen reportero de estandarización bajo condiciones de hipoxia química con 

el promotor del gen INHA. Los resultados de este primer ensayo no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas entre la células transfectadas con la 

versión WT y las versiones mutantes (Figura 19).  

EPAS1 Pacientes Cambio Nt Cambio AA MAF Rs SIFT PolyPhen 
Conservación 

evolutiva

Exón 10 1/197 c. 1400 G>A p.Ser467Asn 0.00003 rs772047070 Tolerado (0,42) Benigno (0,004) NO

Exón 11 2/216 c. 1512 C>T p.Leu504Leu ___ ___ ___ ___ SI

Exón 12 1/224 c.1790C>T p.Thr597Ile 0.000008 rs777113349 Tolerado (0,19) Benigno (0) SI

Tabla 12. Secuenciación directa de exones 10, 11 y 12 de EPAS1 en pacientes francesas con AER
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Figura 19. Resultados de la estandarización ensayo gen reportero de EPAS1 WT y 
mutantes con el promotor de INHA.  

 
 

 

2.4 Discusión capítulo I 

2.4.1 Abordaje NGS para la búsqueda de mutaciones en pacientes con 
AER 

La secuenciación de exoma que realizamos presentó una profundidad de 

secuenciación promedio de 30X. La profundidad de secuenciación es fundamental 

para disminuir los posibles falsos positivos en el llamado de variantes 141. 
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Se ha estimado que se necesita una profundidad de 40X a 80X en promedio para 

genotipificar con precisión >90% de los genes secuenciados por WES y para una 

sensibilidad adecuada en la detección de SNPs heterocigotos. Cuando se usa NGS 

con una profundidad promedio de 10X a 60X se recomienda realizar secuenciación 

directa para validar las variantes encontradas. Para fines diagnósticos es ideal una 

profundidad de 120X para identificar las variantes no-sinónimas potencialmente 

involucradas en una patología 97,142,143. La profundidad de secuenciación de nuestro 

exoma fue suficiente para identificar numerosas variantes heterocigotas candidatas 

en genes de AER. Estas variantes fueron validadas por secuenciación directa. 

El análisis de los exomas se efectuó principalmente en el subset de 234 genes 

candidato (234-RPL) que hacen parte de las cascadas moleculares involucradas en 

el proceso de implantación. Las variantes candidatas fueron seleccionadas 

mediante filtros dirigidos a la búsqueda de variantes nuevas (no reportadas en 

bases de datos), con cambios a nivel de proteína y en regiones evolutivamente 

conservadas. A diferencia de la aproximación de GWAS (que usa marcadores en 

desequilibrio de ligamiento y permite la identificación de variantes comunes), el 

exoma permite la identificación de variantes causales raras de enfermedades 

complejas. En nuestro estudio encontramos un enriquecimiento de las variantes 

missense en el subset de genes candidato (234-RPL) y escogimos las variantes con 

potenciales efectos deletéreos asociadas a la patología de AER. Este tipo de diseño 

permite el estudio clínico en pacientes individuales o en una población pequeña de 

50-100 casos 104,144–146. En cuanto al uso del subset de genes, O’Roak et al., 

demostraron que en un subset de genes se identificó un exceso de variantes de 

novo asociadas al autismo, indicando que éstas tenían un efecto severo y que los 

genes de subset eran genes mayores que contribuían a la enfermedad 147. Sin 

embargo, el exoma (en comparación con otras técnicas como el GWAS o el WGS) 

no permite identificar variantes en regiones promotoras, de splicing o UTRs. 

También, presenta baja cobertura en regiones repetitivas o ricas en GCs, lo que 

puede contribuir al fenómeno denominado heredabilidad perdida.  
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Con la metodología utilizada en el presente trabajo, se obtuvieron 27 variantes en 

22 genes candidato que posiblemente podrían generar alteraciones funcionales 

(Figura 3 y Tabla 6). Con esta aproximación encontramos que 20 de 49 pacientes 

presentaron variantes no sinónimas en los genes candidato y la mayoría presentaba 

pérdidas tempranas de la gestación. Siete de estos pacientes tenían más de una 

variante en el mismo o en diferentes genes, lo que podría sugerir un efecto aditivo 

epistático dentro de la patogénesis del AER. El proceso desde la fertilización hasta 

la implantación se ha conservado evolutivamente entre las diferentes especies de 

mamíferos (Lee and DeMayo, 2004). Por lo cual una gran cantidad de moléculas 

controlan e interactúan de manera regulada en las cascadas de fecundación, pre-

implantación embrionaria, implantación y placentación. Esta complejidad molecular 

determina en parte la naturaleza poligénica de las patologías complejas de la 

reproducción (e.g. AER, insuficiencia ovárica prematura - IOP, FIR). Fonseca D et 

al. (2015) utilizaron un custom array de secuenciación NGS en pacientes no-

relacionadas con IOP y demostraron que 25% de las pacientes presentaban 

mutaciones potencialmente deletéreas en diversos genes relacionados con esta 

fisiopatología 106. En el caso de Patiño L et al. (2017), usando la aproximación NGS 

se evidenció que el 42% de las pacientes con IOP presentaban al menos 2 

mutaciones en distintos genes, lo que demostró la característica poligénica de esta 

enfermedad 110. Es importante señalar que recientemente nuestro grupo efectuó 

ensayos funcionales positivos de mutaciones identificadas en pacientes con IOP a 

partir de una metodología similar de selección de mutaciones 110,148. Esto demostró 

que la aproximación de NGS y el estudio de un subset de genes (enriquecido por 

variantes con alteración a nivel de la proteína) podría considerarse como una 

herramienta útil para el tamizaje de pacientes con AER. Las variantes identificadas 

en nuestro NGS se encontraban en genes relacionados con procesos biológicos 

importantes durante la implantación como la interacción del trofoblasto al 

endometrio, las cascadas de la coagulación y la angiogénesis, la 

inmunomodulación, el metabolismo celular, la organización de la matriz extracelular, 

la proliferación y la migración celular, entre otros (Tabla 6). Dentro del análisis 

bioinformático, se realizó la predicción de patogenicidad de las variantes usando 
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programas con altos niveles de predicción positiva 149,150. El 27% de la variantes 

fueron positivas para un efecto potencial deletéreo en los 4 programas incluyendo 

la mutación THBD-p.Trp153Gly, la cual fue seleccionada para los posteriores 

ensayos funcionales in vitro (Tabla 7).  

2.4.2 Mutaciones candidatas en la etiología del AER 

Entre las 27 variantes validadas por secuenciación de Sanger, se identificó una 

mutación en el gen TRO (c.2909G>A, p.Gly970Asp) el cual está implicado en la 

implantación ya que permite la interacción del trofoblasto con la membrana apical 

del endometrio (Fukuda and Sugihara, 2012, 2008). Esta mutación se encuentra en 

el dominio que contiene repeticiones en tándem de decapéptidos, por lo cual podría 

alterar las características fisicoquímicas de la proteína y su interacción con las 

proteínas tastina y bistina que en conjunto permiten la adhesión entre el trofoblasto 

y el endometrio. Además, se encontraron mutaciones en las proteínas implicadas 

en las cascadas de coagulación relevantes en el proceso de decidualización del 

endometrio como F5 (p.Glu1512Ala y p.Thr1950Pro), THBD (p.Trp153Gly) y FGA 

(p.Phe685Cys). Estudios previos han demostrado una asociación entre las 

variantes encontradas en el gen F5  y el fenotipo de AER 151–153. Las dos mutaciones 

encontradas en F5 se encuentran localizadas en dominios funcionales de la 

proteína. La mutación F5 p.Glu1512Ala se localiza en el dominio B de la proteína, 

el cual interactúa con F10 para activarla y es necesario para el clivaje realizado por 

la trombina para su inactivación 154–156. La mutación F5 p.Thr1950Pro se localiza en 

el dominio C1 de la proteína que está involucrado en el ensamblaje del complejo 

protrombinasa y en la regulación de la trombina 157. 

También se encontraron variantes relevantes en otros procesos biológicos de la 

implantación como la inmunomodulación (IDO2 p.Phe180Cys y p.Phe250Ser, TLR3 

p.Ala795Val), la proliferación y la diferenciación endometrial (LIFR p.Arg780Cys), y 

la angiogénesis (EPAS1-p.Tyr488Cys y p.Leu504Val). La mutación EPAS1-

p.Tyr488Cys se encontró en dos pacientes. Por esta razón, y debido a que es un 

factor de transcripción relevante en la implantación, se escogieron las mutaciones 
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en este gen para realizar un tamizaje en una cohorte de pacientes francesas con 

AER idiopático y para su posterior estudio funcional. 

2.4.3 Análisis in silico del potencial efecto deletéreo de las mutaciones 
candidatas de AER 

Se realizó un análisis de FMO con las proteínas que incluyeran dentro de su 

estructura la región donde se encontraban las mutaciones de interés. Las proteínas 

que cumplieron este criterio de selección fueron FGA y MMP-10. FMO es un método 

computacional químico-cuántico que analiza sistemas moleculares complejos 

incluyendo el ambiente atómico que lo rodea. El FMO se fundamenta en fragmentar 

las estructuras proteicas para calcular la descomposición de las interacciones 

energéticas en términos de electrostática, repulsión, transferencias de carga y 

dispersión 120. Otras metodologías similares como la aproximación campo 

mutualmente consistente (CMF) y el método de correlación incremental permiten 

calcular la energía de interacción electrostática y de polarización,  y la correlación 

energética entre moléculas, respectivamente 158,159. La teoría explicita de 

polarización (X-Pol) es otra aproximación que se fundamenta en la estructura 

electrónica de macromoléculas en la que un sistema condensado es fragmentado 

en subsistemas individuales para determinar sus diferencias energéticas 160. La 

diferencia entre estos métodos y el FMO es la aproximación que se utiliza para 

estimar las interacciones entre los fragmentos y que la FMO permite calcular 

diferentes tipos de interacciones energéticas entre éstos. La aproximación de FMO 

es más robusta en términos computacionales, ya que permite descomponer el 

ambiente atómico que rodea el residuo de interés en términos de electrostática, 

repulsión, transferencias de carga y dispersión. Además, nuestro abordaje es 

innovador pues es la primera vez que se ha usado una técnica química-cuántica 

para simular las interacciones energéticas asociadas a mutaciones presentes en 

enfermedades de la reproducción humana 110,116. 

FGA es una glicoproteína que forma la subunidad alfa del fibrinógeno y es 

importante en el proceso de coagulación como la fibrinólisis, la agregación de 
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plaquetas y la interacción con la trombina. El análisis de FMO demostró que el 

cambio en FGA p.Phe685Cys produce inestabilidad por el aumento de la interacción 

energética de la región cerca al aminoácido de interés secundaria a la pérdida de 3 

puentes de hidrógeno no clásicos  (Figura 4). Esto sugiere que se puede producir 

una alteración en la estructura de la proteína que pueda conducir a alteraciones 

funcionales. MMP-10 es una proteína involucrada en la degradación de la matriz 

extracelular durante la invasión del sincitiotrofoblasto. El análisis de FMO demostró 

que la mutación MMP-10 p.Asp199Asn producía un aumento significativo en las 

energías totales de interacción secundarias a la pérdida de las interacciones con un 

puente de sal (Lys165) y el bloque de Zn2+ (Figura 5). Este bloque es funcional para 

la regulación de MMP-10, ya que es el sitio catalítico donde se unen los TIMPs para 

inhibir su función 161. Este resultado sugiere que la mutación podría producir un 

efecto patogénico por inestabilidad de la proteína en las pacientes con AER.  

2.4.4 Tamizaje de la mutación THBD p.Trp153Gly en la población 
colombiana afectada por AER  

En este capítulo del trabajo de tesis también se realizó el tamizaje de la mutación 

THBD p.Trp153Gly y los ensayos in vitro. Es importante recordar que ésta es una 

glicoproteína que se localiza en la membrana celular y es expresada por el 

sincitiotrofoblasto durante la decidualización. Su función biológica es participar en 

el proceso de coagulación, activación del complemento, migración, adhesión 

celular, e inflamación 88,89,162–167. THBD está compuesta por 5 dominios: el CTLD, el 

de tipo EGF, un dominio rico en serina/treonina, un dominio transmembrana y un 

dominio citoplasmático. El dominio tipo EGF es esencial para la unión con la 

trombina y para la activación de la proteína C sirviendo como intermediario en el 

proceso de anticoagulación (inactivación de los factores Va y VIIIa) y en la 

regulación de la fibrinogénesis 168,169. Modelos murinos Thbd-/- demostraron letalidad 

embrionaria debido a un aumento en la actividad procoagulante y la generación de 

trombina. Esto generaba alteraciones en el desarrollo placentario 91,170. Estudios 

han demostrado que las pacientes con AER presentan una disminución en la 
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expresión de THBD en el tejido de placenta generando un estado de 

hipercoagulabilidad 168,171. 

La mutación THBD-p.Trp153Gly se identificó en el presente trabajo por medio de 

NGS y en el tamizaje de pacientes colombianas con AER, mostrando diferencias 

estadísticamente significativas en las frecuencias alélicas entre los casos y los 

controles (Tabla 9). Estos resultados sugieren que esta variante es específica de la 

población colombiana y podría ser causal del AER en mujeres con un fenotipo 

temprano (˂10 semanas de gestación) 172. Esta mutación afecta un residuo 

evolutivamente conservado. Los programas de predicción de patogenicidad 

identificaron que el cambio de un triptófano por una glicina generaba un efecto 

potencialmente deletéreo en la proteína. Esto podría considerarse en diferencias 

fisicoquímicas de los residuos. La mutación se encuentra localizada en el dominio 

CTLD, el cual se ha relacionado con procesos anti-inflamatorios, de regulación del 

complemento, y la migración y la adhesión celular 88,89,166,167,173.  

 2.4.5 Estudio de la localización subcelular de THBD WT y mutante  

Los resultados de la localización subcelular usando el gen reportero GFP y la IFI, 

demostraron diferencias estadísticamente significativas con la presencia de 

agregados-like en la región perinuclear entre la versión WT y mutante (68,5% vs. 

78%, p=0,041) y para el perfil de agregados-like perinucleares masivo (+) y (-) (21% 

vs. 38%, p= 0,0019) (Tabla 10) en las líneas celulares CHO y COS-7. En las células 

THP-1, se demostró diferencias estadísticamente significativas con la presencia de 

agregados-like vs. la ausencia de éstos entre la versión WT (26% y 74%, 

respectivamente) y mutante (63% y 37%, respectivamente) (p=1,05 e-13) (Tabla 11). 

Estas líneas expresan endógenamente THBD, por lo que deberían generar las 

modificaciones post-transduccionales requeridas para el buen funcionamiento de la 

proteína sobre-expresada tanto WT como mutante. Los agregados de la proteína 

THBD-p.Trp153Gly en la región perinuclear y citoplasmática de estas líneas 

celulares podría sugerir que hay un plegamiento anormal de ésta, alterando su 

transporte hasta la membrana celular. En el dominio CTLD se encuentran algunos 
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sitios de N- y O-glicosilación y, por programas bioinformáticos, la posición 153 de 

THBD es un sitio de predicción de unión a carbohidratos. Esto podría sugerir que la 

mutación puede cambiar la afinidad a los carbohidratos que se encuentran en el 

retículo endoplasmático, ocasionando que no pasen los puntos de control de 

glicosilación por alteraciones en el plegamiento correcto de THBD, quedando 

secuestrada en el retículo y/o en el citoplasma 174,175. 

2.4.6 Estudio del efecto de la mutación THBD-p.Trp153Gly en la 
expresión de genes de la cascada corriente abajo de la citoquina 
HMGB1 

En el presente trabajo también se determinó el posible efecto funcional que 

generaba la mutación THBD-p.Trp153Gly en la actividad anti-inflamatoria del CTLD 
88,89,165. Li et al., demostraron que, en el modelo murino con la región CTLD ausente 

de Thbd, se generaba aumento de la respuesta inflamatoria dada por el incremento 

en la expresión de citoquinas 88. La actividad anti-inflamatoria de este dominio se 

encuentra relacionada con el secuestro de la citoquina HMGB1 (high mobility group 

box 1), que es secretada al espacio extracelular bajo condiciones de necrosis y en 

respuesta a un ambiente celular pro-inflamatorio 88. El CTLD se une covalentemente 

a HMGB1, evitando la unión de esta citoquina al receptor pro-inflamatorio RAGE. El 

clivaje de HMGB1 se genera por la formación del complejo THBD/Trombina 176,177.  

Se realizó qPCR para determinar si la mutación THBD-p.Trp153Gly podía generar 

la expresión diferencial de los genes de la cascada corriente debajo de HMGB1 

aumentando la respuesta inflamatoria, que conlleve al desarrollo de AER. Los 

resultados mostraron un aumento estadísticamente significativo en la expresión de 

los genes GM-CSF, IL-10, NOS2, FLT1, IL-8 y CCL2, al igual que una disminución 

estadísticamente significativa en la expresión de IKBKB (Figura 12). Se ha 

evidenciado que la estimulación con HMGB1 produce el aumento en la expresión 

de GM-CSF e IL-10, sugiriendo que esta citoquina podría actuar paracrinamente 

como factor de estimulación del crecimiento y como promotor la liberación de otras 

citoquinas 178,179. 
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GM-CSF induce el crecimiento y la diferenciación de los monocitos, contribuyendo 

a la estimulación de la respuesta inflamatoria. En el caso de IL-10, que actúa como 

una citoquina anti-inflamatoria, se ha evidenciado que su aumento durante la 

respuesta inflamatoria contribuye a la supresión de la producción de citoquinas pro-

inflamatorias, generando un balance de esta respuesta 178,180. Estudios también han 

demostrado que HMGB1 participa en proceso de estrés oxidativo por el aumento de 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) y del óxido nítrico (NOS2) 177,181,182. En 

células trofoblásticas y endoteliales de cordón umbilical, se ha evidenciado que 

HMGB1 actúa como mediador de la inflamación aumentando el estrés oxidativo por 

la vía RAGE/NF-κβ 181.  

En los trofoblastos, se ha observado la sobre-expresión de FLT1 por medio de la 

cascada de RAGE durante el primer trimestre de gestación, produciendo disfunción 

endotelial debido a la disminución en la expresión de VEGF, lo que promueve el 

desarrollo de enfermedades de la reproducción como la preeclampsia 183. Por otra 

parte, IL-8 es una quemoquina que actúa durante los procesos inflamatorios para 

atraer neutrófilos. Se ha evidenciado que HMGB1 genera la sobre-expresión de ésta 

en enfermedades pro-inflamatorias como la osteoartritis y bajo condiciones de 

hipoxia 182,184. Los niveles de esta citoquina junto con CCL2 se encuentran 

aumentadas en pacientes con preeclampsia, quienes presentan una respuesta 

inflamatoria aumentada por acumulación de monocitos y macrófagos alrededor de 

los trofoblastos 181. CCL2 es una quemoquina que se produce vía HMGB1/RAGE y 

que actúa en la quimiotaxis y migración de los monocitos y macrófagos 185. La 

producción de la respuesta pro-inflamatoria está regulada por la vía de señalización 

NF-κβ, la cual es estimulada por la unión de HMGB1 al receptor de RAGE 177. La 

proteína IKBKB se encarga de fosforilar el inhibidor de NF-κβ (Iκβ), para permitir la 

translocación de este factor de transcripción al núcleo y transactivar genes 

involucrados en la respuesta inflamatoria 186. Nuestros resultados demostraron una 

disminución en la expresión de IKBKB con la estimulación de HMGB1 en la versión 

mutante de THBD, lo cual sugiere que las células podrían estar regulando el 

ambiente inflamatorio, controlando la expresión de genes pro-inflamatorios.  
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Con estos resultados, concluimos que la mutación THBD-p.Trp153Gly genera el 

aumento en la expresión de genes asociados a la cascada pro-inflamatoria de 

HMGB1, propiciando un ambiente pro-inflamatorio en el endometrio, lo que podría 

contribuir al desarrollo del AER. 

2.4.7 Modelamiento in silico del efecto de la sustitución p.Trp153Gly en 
el dominio lectina de la proteína THBD. 

Para el modelamiento in silico del efecto de la sustitución p.Trp153Gly en el dominio 

lectina de la proteína THBD se realizó un BLASTp con el que se identificó la 

estructura cristalográfica del receptor de manosa CTLD3 humano (PDB ID: 5XTS), 

con un 16% de identidad (Figura 13). A pesar de la baja identidad, se preservan los 

residuos aromáticos que están relacionados con la conservación de la estructura 

terciaria en proteínas, bien sea por interacciones aromáticas o por reducción en la 

hidratación del esqueleto de la proteína 187,188. El triptófano que sufre la sustitución 

por glicina en la posición 153 es conservado entre ambas proteínas. De igual forma, 

se observa la identidad de cisteínas en las posiciones 35, 52, 137, 158 y 167, que 

están involucradas en la generación de puentes disulfuro, importantes en el 

plegamiento. Los resultados obtenidos con el modelamiento in silico mostraron que, 

a pesar de que la mutación no ocurre en la superficie del dominio modelado, tiene 

un claro impacto tanto en la estabilidad de la proteína como en su potencial 

capacidad de interacción, ya que implica cambios en el volumen, el área superficial, 

los paisajes electrostáticos y energéticos. El modelo con la sustitución THBD 

p.Trp153Gly presentó un menor volumen, una mayor área superficial y un cambio 

energético estabilizante, comparado con el modelo THBD WT (Figuras 16 y 17), 
implicando posibles diferencias en la capacidad de interacción con ligandos 

potenciales como HMGB1189. Es importante mencionar que esta citoquina es 

secretada al espacio extracelular por los monocitos, macrófagos, uNKs y células 

dendríticas. Durante la fase secretora del endometrio y en la gestación temprana, 

los macrófagos y los monocitos representan el 20% de los leucocitos que se 

encuentran en el endometrio. Estas células son estimuladas específicamente por 

HMGB1 190. Bhutada et al., demostraron que HMGB1 es expresada por las células 
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del epitelio endometrial y que, a su vez, es secretada en la cavidad uterina 191. Los 

niveles de esta citoquina disminuye durante la fase receptiva del endometrio que se 

caracteriza por un aumento en la expresión de THBD, lo que podría sugerir que los 

bajos niveles de HMGB1 se deben al secuestro por THBD para permitir la adecuada 

implantación del blastocisto 192. La propagación de la respuesta pro-inflamatoria de 

HMGB1 se da por unión con los receptores RAGE y a los receptores toll like (TLR2 

y TLR4). Esto produce la activación de la vía NF-kβ y la expresión de TNF-α, IL-6 e 

IFN-ɣ, las cuales están aumentada en pacientes con AER, sugiriendo que altos 

niveles de HMGB1 podrían estar asociados con el ambiente pro-inflamatorio de la 

cavidad uterina de estas pacientes 181,193,194.  

Estos resultados sugieren que la mutación THBD-p.Trp153Gly participa en la 

generación de un ambiente pro-inflamatorio asociado a disfunciones en la 

implantación y AER. Esta mutación podría alterar la interacción con la citoquina 

HMGB1, la cual no se hidrolizaría de manera adecuada, promoviendo su unión con 

receptores de la respuesta inflamatoria como RAGE, TLR2 y TLR4. 

2.4.8 Tamizaje de las mutaciones de EPAS1 y estudio funcional in vitro 

Otras de las mutaciones escogidas para realizar ensayos funcionales fueron 

EPAS1-p.Leu504Val y EPAS1-p.Tyr488Cys. EPAS1 es un factor de transcripción 

que presenta una alta similitud con el factor inducible de hipoxia 1a (HIF-1a). Se 

encuentra involucrado en la adaptación al ambiente hipóxico por la inducción de 

genes como la eritropoyetina (EPO) y VEGF, entre otros. Este factor de 

transcripción actúa por heterodimerización con ARNT y su interacción con los sitios 

de unión a HIF-1. A diferencia de HIF-1a su expresión es específica en ciertos 

tejidos como la placenta y el sincitiotrofoblasto, los cuales están sometidos a 

condiciones de hipoxia durante la gestación 195,196. Las mutaciones encontradas en 

el presente trabajo se encuentran localizadas entre el dominio de degradación 

dependiente de oxígeno (ODDD) y el dominio de N-transactivación (Figura 18). 

Estos dominios están sujetos a hidroxilación durante condiciones de hipoxia para 

regular la estabilidad y la activación transcripcional de EPAS1.  
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En el presente trabajo, realizamos un tamizaje en pacientes francesas con AER 

para identificar posibles mutaciones en los exones que codifican para estos 

dominios (exones 10, 11 y 12). 

A las variantes encontradas en el tamizaje (p.Ser467Asn y p.Thr597Ile) no se les 

realizó ensayos funcionales. Sin embargo, Maemura et al., realizaron deleciones 

seriadas de estos dominios y demostraron que la transactivación del promotor de 

VEGF se inhibe significativamente en comparación con la versión completa de 

EPAS1 197. En la presente tesis se efectuó un ensayo de estandarización gen 

reportero con la versión WT y las mutaciones de EPAS1 identificadas por NGS 

(p.Tyr488Cys y p.Leu504Val) y con uno de los promotores de los genes blanco de 

EPAS1 (INHA). Se escogió el promotor de INHA porque su expresión aumenta en 

el sincitiotrofoblasto sometido a condiciones de hipoxia. Depoix et al., demostraron 

que EPAS1 regula la expresión de INHA bajo condiciones de hipoxia durante la 

diferenciación de los citotrofoblastos a sincitiotrofoblastos en el primer trimestre de 

gestación 198. Nuestros experimentos no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas entre la versión WT y las mutaciones (Figura 19).  

En síntesis, los resultados presentados en este primer capítulo generan información 

relevante para la comprensión de las posibles alteraciones moleculares asociadas 

a la patogénesis del AER. Los estudios realizados de THBD demostraron por 

primera vez que mutaciones en el dominio CLTD pueden estar asociadas al AER al 

generar un ambiente pro-inflamatorio en el endometrio por alteración en su 

interacción con HMGB1. La mutación de THBD-p.Trp153Gly encontrada mediante 

el análisis bioinformático innovador del exoma completo y tamizada en pacientes 

colombianas no relacionadas con AER idiopático podrían servir como biomarcador 

para el diagnóstico y pronóstico de la enfermedad. 
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3. Capítulo II: Estudios moleculares y 
funcionales del gen FOXD1 
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3.1 Introducción 

El uso del modelo murino “interspecific recombinant congenic strain” (IRCS) ha 

permitido el estudio de QTL asociados a la fertilidad femenina y masculina 199–201. 

Con el modelo IRCS se han podido determinar algunos QTL responsables de la 

reabsorción embrionaria, un fenotipo análogo al AER en los humanos 43,201–203. Este 

modelo ha sido usado eficientemente para estudiar fenotipos complejos pues una 

de sus ventajas es que permite medir rasgos de manera indefinida a lo largo del 

tiempo pues los fragmentos de estudio han sido fijados en el genoma de las líneas 

consanguíneas. Además, presenta frecuentemente diferencias fenotípicas 

estadísticamente significativas entre las líneas de estudio y los individuos parentales 

(lo que se traduce en altos valores de LOD score) y porque los fragmentos 

mapeados son relativamente cortos. Una desventaja de los IRCS es que son de 

difícil reproducción pues se cruzan dos especies de ratones evolutivamente 

distantes. Además, se facilita una selección negativa debido a un efecto de shock 

transcriptómico 200,204,205.  

El modelo murino congénico IRCS se realizó a partir del cruce inicial entre dos 

subespecies de ratones (M. musculus y el M. spretus) separadas por 

aproximadamente 2 millones de años de evolución lo que representa diferencias 

fenotípicas y genotípicas muy relevantes entre las líneas parentales. El cruce inicial 

(“outcross”) se realiza entre una hembra “inbred” de M. musculus (C57BL/6J) y un 

macho “inbred” de M. spretus (SEG/Pas). A partir del resultado del cruce inicial (F1), 

realizaron dos cruces consecutivos “backcross” entre las hembras obtenidas en F1 

y F2 con un macho C57BL/6J de la línea parental para disminuir el genoma del M. 

spretus en el fondo genético del C57BL/6J hasta en un 12.5%. Después se 

realizaron 20 cruces adicionales entre hermanos/hermanas que permitieron fijar en 

estado homocigoto los fragmentos M. spretus en el fondo genético de M. musculus 

(Figura 20) 206. Es importante mencionar que la línea de spretus contiene 

aproximadamente un SNP cada 80 – 100 pares de bases (comparado con el M. 

musculus) lo que permitió la utilización de mapeo de alta  
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Figura 20. Modelo murino IRCS. Se realizó un cruce inicial entre una hembra 
C57BL/6J y un macho SEG/Pas (Spretus). A partir de la F1, se realizaron dos cruces 
backcross (BC) entre las hembras F1 con un macho parental C57BL/6J y una 
hembra F2 con un macho parental C57BL/6J. Después se realizaron cruces entre 
hermanos/hermanas (F3 a F20) para fijar en estado homocigoto los fragmentos M. 
spretus en el fondo genético de M. musculus. 
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densidad para localizar con la precisión los fragmentos de M. spretus en el fondo 

genético de M. musculus 205. Además, determinan en parte las diferencias 

fenotípicas interespecíficas resultantes de la divergencia entre las regiones 

codificantes (especialmente de los factores de transcripción) y de los promotores 

durante el proceso de especiación. Este fenómeno fue denominado en este modelo 

“shock transcriptómico” 204.  

Laissue et al. (2009), por medio de ecografía de alta frecuencia en hembras IRCS 

gestantes (E8.5-E12.5) demostraron que algunas líneas de ratones con tres 

fragmentos de spretus presentaban un aumento en la reabsorción embrionaria en 

comparación con las líneas de ratones C57BL/6J x C57BL/6J (grupo control) 201. En 

este estudio se analizaron 207 hembras gestantes de 39 líneas IRCS y 22 líneas 

del grupo control. De las 39 líneas IRCS estudiadas se identificaron 4 que 

mostraban un aumento en la reabsorción embrionaria (denominadas 66H, 103C, 

135B y 135E) en comparación con el grupo control. La línea 66H presentaba tres 

fragmentos genómicos de spretus localizados en los cromosomas MMU1, MMU13 

y MMU18. Para determinar con precisión la contribución del genotipo al fenotipo, se 

separaron los fragmentos genómicos de spretus y se generaron cinco sublíneas de 

las cuales 3 eran co-isogénicas (66HMMU1, 66HMMU13 y 66HMMU18). Este 

modelo se realizó mediante cruces entre hembras 66H con machos C57BL/6J para 

obtener una F2 con un único fragmento de spretus (co-isogénico) los cuales se 

fijaron en estado homocigoto en el fondo genético de M. musculus por medio de un 

intercross y genotipificaciones seriadas 201. A las hembras gestantes de cada 

sublínea se les realizó nuevamente ultrasonografías las cuales evidenciaron que la 

mayor tasa de reabsorción embrionaria, en comparación con el grupo control, se 

presentaba en las sublíneas 66HMMU1 (24,6% p=0,013) y 66HMMU13 (14,7% 

p=0.01) 201.  

En un estudio reciente de Laissue et al. (2016), que representa la continuidad del 

abordaje previamente descrito, se exploró de manera específica la sublínea IRCS 

66HMMU13 la cual, por ultrasonografía, presentaba una tasa alta de reabsorción 

embrionaria 43,201. Esta sublínea presentaba un fragmento único de spretus de 
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aproximadamente 2,6 Mb localizado entre los marcadores rs120693734 y D13Mit47 

en el cromosoma MMU13. Este fragmento contenía 31 genes dentro de los cuales 

se encontraban genes codificantes para factores de transcripción 201. Se realizaron 

experimentos de transcriptómica por microarreglos en 8 hembras de la sublínea 

66HMMU13 cruzadas con machos C57BL6/J. Se extrajo el ARN total de la placenta 

y el endometrio de hembras gestantes de la sublínea 66HMMU13 (hembras 

66HMMU13 x machos C57BL/6J) y de un grupo control C57BL/6J (C57BL/6J x 

C57BL/6J). En los experimentos de transcriptómica se compararon los niveles de 

expresión, por microarreglos, del endometrio y de la placenta entre la sublínea 

66HMMU13 y el grupo C57BL/6J. Se demostró que en el endometrio de la sublínea 

66HMMU13, 6,8% de los genes se encontraban sobreexpresados, mientras que el 

4,3% se encontraban subexpresados en comparación con el grupo control. En la 

placenta de ratones 66HMMU13, 3,6% de los genes estaban sobreexpresados y 

7,2% subexpresados en comparación con el grupo control. Luego, se seleccionaron 

los 50 genes mayormente sobreexpresados y los 40 genes más subexpresados. 

Mediante un análisis bioinformático de los sitios potenciales de unión a factores de 

transcripción (TFBS) usando Genomatix y un análisis estadístico se identificaron, 

en los promotores mayormente desregulados, una sobre-representación de TFBS 

de algunas familias de factores de transcripción. La familia forkhead box (FKHD) de 

factores de transcripción se encontró en el primer lugar de significancia estadística 

(p=0,0009). El fragmento de spretus en el cromosoma MMU13 de la sublínea 

66HMMU13 contenía un único factor de transcripción perteneciente a la familia de 

los forkhead (Foxd1) 43. Esto lo convirtió en un gen candidato en la etiología de la 

reabsorción embrionaria pues variantes en su secuencia, originadas en la 

divergencia evolutiva entre M. musculus y M. spretus, podrían estar relacionados 

con modificaciones en la regulación de genes blanco. 

La secuenciación directa de la región codificante de Foxd1 de Mus spretus y de la 

sublínea 66HMMU13 mostró 5 variantes no-sinónimas (p.Asp73Glu, p.Asn126Glu, 

p.Thr152Ala, p.Asp76_Leu77InsAsp y p.Pro319del) en comparación con el grupo 

control. La variante p.Thr152Ala se encontró en el sitio de unión del ADN de este 

factor de transcripción en una posición conservada evolutivamente. Los análisis de 
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la potencial patogenicidad, usando SIFT, mostraron que este cambio tenía un efecto 

potencialmente deletéreo. Para determinar el efecto funcional de la variante se 

realizó un ensayo gen reportero con los promotores de genes blanco directos para 

Foxd1 que se encontraron desregulados en el análisis transcriptómico (Pgf y C3) y 

que representaban moléculas importantes en el mantenimiento de la gestación en 

el ratón. Se determinó que la variante p.Thr152Ala disminuía la habilidad de Foxd1 

para transactivar el promotor de Pgf  pero no afectaba la transactivación del 

promotor de C3 43. Con estos resultados se determinó que la versión de spretus, 

representada principalmente por p.Thr152Ala, tenía un efecto funcional y podría ser 

la responsable de las camadas pequeñas de spretus observadas en la naturaleza.  

En el mismo estudio se sugirió que las mutaciones en FOXD1 podían estar 

implicadas en el AER. Por esta razón, se secuenció la región codificante de FOXD1 

en 556 pacientes y en 271 controles 43. Se encontraron 10 variantes no-sinónimas 

en estado heterocigoto en las pacientes con AER (5,9%, p=0.00056). El riesgo 

relativo de tener AER al presentar variantes de FOXD1 en estas pacientes fue de 

10,3 (IC: 1,4–77,2). La variante que mostró mayor significancia estadística fue la 

inserción de dos residuos de alanina en la posición 429 de FOXD1 (p.429AlaAla) 

(p=0,015). Los ensayos funcionales con esta variante y la variante p.Ala356Gly 

demostraron la incapacidad de FOXD1 mutante para transactivar el promotor de 

PGF, mientras que la transactivación del promotor de C3 no mostró cambios con la 

variante p.429AlaAla, pero si una disminución significativa con la variante 

p.Ala356Gly 43. La variante p.Ile364Met retuvo su capacidad de transactivar el 

promotor de PGF como la versión WT, pero aumentaba significativamente la 

transactivación del promotor C3. Con estos hallazgos se pudo concluir que FOXD1 

no solo cumple una función importante en la implantación de los ratones, sino que 

las mutaciones de FOXD1 son una causa frecuente de AER.  

En este contexto, es posible que las mutaciones de este gen estén asociadas a la 

falla de implantación recurrente (FIR) y a patologías de la placenta (el estudio de 

esta hipótesis se desarrolló en el presente trabajo de tesis). 
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En síntesis, el modelo IRCS permitió efectuar el clonaje posicional de FOXD1. Los 

resultados se aplicaron de una especie inbred a una outbred (humanos) con éxito. 

Estos aspectos hacen parte del review publicado en la revista Journal of Molecular 
Medicine (IF: 4.9 – 2016) bajo el título “The multisystemic functions of FOXD1 
in development and disease” (Ver Anexo IV) 207.  Parte de este trabajo de tesis 

se focalizó en el estudio de la función de FOXD1 en la biología de la implantación y 

de la placentación. 
 
 
 

3.2 Metodología 

En este capítulo del trabajo de tesis se realizó un abordaje experimental que 

permitió responder a preguntas de investigación referentes a la función de FOXD1 

(Figura 21):  

1- ¿Cómo mutaciones nuevas de este factor de transcripción podrían modificar la 

transactivación de genes blanco directos conocidos y cuál sería su potencial 

relación funcional con la FIR, el IUGR y la PE ?  

2- ¿Qué nuevos genes son blanco directos de FOXD1 en un contexto placentario? 

Para responder a la pregunta 1 se desarrollaron los pasos metodológicos descritos 

en los puntos 3.2.1, 3.2.2 y 3.2.7. Para responder a la pregunta 2 se desarrollaron 

los pasos metodológicos descritos en los puntos 3.2.3, 3.2.4, 3.2.5, 3.2.6 y 3.2.7. 
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Figura 21. Metodología para el estudio molecular y funcional de FOXD1.  
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3.2.1 Inclusión de pacientes y de controles con FIR, AER, PE, Y RCIU 

Para determinar si las pacientes con AER idiopático colombianas y con FIR 

presentaban variantes en el gen FOXD1 que pudieran ser usadas como marcadores 

moleculares, se incluyeron 31 pacientes colombianas con AER y 30 pacientes con 

FIR. Las pacientes con AER fueron remitidas de los centros de reproducción 

asociados a la Universidad del Rosario, las consultas privadas de gineco-obstetras 

de Cecolfes y de los genetistas de Mederi y la Universidad del Rosario. Las 

pacientes con FIR fueron remitidas de centros de asistencia a la reproducción (e.g. 

Cecolfes) quienes presentaron dos o más fallas recurrentes de la implantación en 

al menos 2 ciclos consecutivos de FIV en los que un único embrión de alta calidad 

fue transferido en cada ciclo. A estas pacientes se les efectuó seguimiento de los 

niveles séricos de β-HCG para determinar si había o no implantación. Los criterios 

de exclusión para las pacientes con FIR fueron: pacientes con síndrome 

antifosfolípido, alteraciones en el cariotipo materno, coagulopatías, anormalidades 

anatómicas en el útero, miomatosis uterina, hidrosalpinx y alteraciones en los 

factores masculinos de las parejas. Los criterios de exclusión para las pacientes con 

AER y el grupo control fueron descritos en la metodología del Capítulo I del presente 

trabajo. El grupo control para FIR fue constituido por 100 pacientes del mismo origen 

étnico a quienes se les realizó un ciclo de FIV y tuvieron un embarazo exitoso. A las 

pacientes y a los controles se les explicó los objetivos del estudio y, previa firma del 

consentimiento informado, se les tomó una muestra de sangre periférica para 

realizar la extracción del ADN por medio del método de salting-out. 

Las pacientes francesas con PE (n=31), con RCIU (n=39) y con PE/RCIU (n=27) 

fueron atendidas en el Instituto Cochin (Paris, France). Los criterios de inclusión 

para las pacientes con PE fueron: presión sistólica >140 mmHg, presión diastólica 

>90 mmHg y proteinuria >0,3 gr/día. Los criterios de inclusión para RCIU fueron 

reducción del crecimiento fetal durante la gestación con un peso al nacer por debajo 

del percentil 10. Los criterios de exclusión para ambos grupos fueron diabetes, 

malformaciones cromosómicas y fetales, infección materna y tratamiento con 
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aspirina. Los controles para este grupo de pacientes fueron los reportados en el 

estudio de Laissue et al, 2016 43. 

3.2.2 Secuenciación directa del gen FOXD1 

La región codificante completa del gen FOXD1 se amplificó en dos fragmentos 43. 

Los amplicones fueron purificados mediante exonucleasa I y fosfatasa alcalina. Se 

realizó secuenciación de Sanger usando los primers diseñados en el interior del 

amplicón para cada fragmento. Se efectuó un análisis bioinformáticos 

(alineamientos múltiples interespecíficos, SIFT y Polyphen) y la búsqueda de las 

variantes en las bases de datos públicas de SNPs (NCBI, ExAC y Ensembl) para 

determinar su potencial patogenicidad. Las variantes candidatas fueron tamizadas 

en el grupo control descrito previamente. Las variantes nuevas que se encontraron 

en las pacientes y no en el grupo control fueron seleccionadas para su validación 

mediante estudios funcionales.   

3.2.3 Preparación de la muestra de placenta para experimentos de ChIP-
seq 

Para determinar los genes blanco directos no conocidos de FOXD1 en la placenta 

humana se realizó ChIP-seq de las vellosidades coriónicas de tejido placentario  

 sano a término. A partir de una placenta humana, previo lavado con solución salina, 

se disecaron las vellosidades placentarias evitando el corte de las membranas y los 

vasos maternos. Se tomaron muestras de aproximadamente 200 mg (1 cm), las 

cuales se almacenaron en nitrógeno líquido y en trizol. Antes del envío de la muestra 

para ChIP-seq (Epigentek Inc., USA) se realizó la extracción de ADN para la 

secuenciación directa de FOXD1 (para determinar si la donante presentaba alguna 

variante en este gen). Además, se extrajo el ARN total para efectuar RT-PCR y 

determinar la expresión de FOXD1 en el tejido placentario, al igual que la extracción 

de proteínas totales para confirmar la presencia de FOXD1 en la placenta por 

Western Blot (WB). Luego de la verificación de la expresión de FOXD1 en la 

placenta, una muestra en fresco de 200 mg fue enviada a Epigentek Inc. (USA) para 

realizar los experimentos de ChIP-seq.  
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3.2.4 ChIP-seq 

Para determinar los blancos directos no conocidos de FOXD1 en el tejido 

placentario se efectuó la siguiente metodología en la plataforma externa Epigentek 

Inc. (NY, USA). 

Se realizó la extracción de ADN de la biopsia de tejido placentario normal y se 

preparó según el protocolo de ChIP (inmunoprecipitación de la cromatina). Se aisló 

la cromatina de la muestra usando el kit ChromaFlash Chromatin Extraction 

(EpiGentek, Cat. #P-2001) y se realizó un cross-linking de FOXD1 al ADN con 

formaldehido. La cromatina se fragmentó entre 200 – 1000 pb usando el sistema 

EpiSonic 2000 Sonication (EpiGentek, Cat. #EQC-2000). La concentración de la 

cromatina fue medida por fluorescencia y 5 μl de la cromatina fueron usados para 

purificar el ADN que sirvió como “input”. Los tamaños de los fragmentos de ADN 

(100 – 600 pb) fueron determinados por el equipo Bioanalyzer Agilent. El anticuerpo 

anti-FOXD1 (invitrogen # PA5-35145) fue validado usando el kit Pre-Sure ChIP 

Antibody Validation (EpiGentek, Cat. #P-2031). El grado de intensidad para ChIP 

(CGI) del anticuerpo fue de 4,2 (referencia: CGI > 3). Para la reacción de ChIP se 

usaron 10 μg de cromatina con 5 μg del anticuerpo, 10 μl de perlas y 500 μl del 

buffer para ChIP. La reacción fue incubada a temperatura ambiente por 3,5 horas 

en rotación continua. Después de la incubación, las perlas fueron lavadas y el 

“ChIPed” ADN fue purificado y eluido en 20 μl de agua. Para la preparación de la 

librería se ligaron los adaptadores a los extremos de los fragmentos de ADN, se 

realizó una amplificación clonal usando primers universales y se purificó. La librería 

fue verificada usando el equipo Bioanalyzer y cuantificada por KAPA qPCR. 10nM 

de la muestra fueron secuenciados por NGS usando la plataforma Illumina HiSeq 

4000. 
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3.2.5 Análisis bioinformático de la secuenciación y depuración de los 
datos 

El análisis de los datos primarios de la ChIP-seq se realizó usando Bowtie2 versión 

2.2.6 y MACS versión 2.1.0 como se ha reportado en la literatura 208–210. El control 

de calidad de los datos generados por la secuenciación de Illumina fue realizado 

usando FastQC, version 0.10.1 

(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). Estos datos fueron 

mapeados con la secuencia del genoma humano (hg19) usando Bowtie, fueron 

convertidos de archivos SAM a BAM y fueron ordenados por coordenadas usando 

SAMtools version 0.1.19 211. Las estadísticas del mapeo se realizaron usando 

Picard, version 1.90 (http://picard.sourceforge.net/). Estos resultados fueron 

sometidos al llamado de picos enriquecidos contra la muestra “input” usando los 

parámetros por defecto de MACS2 con un valor de corte para p de 0,1. Los picos 

encontrados fueron filtrados contra la lista de ENCODE para hg19 usando Bedtools, 

version v2.25.0 212,213. Este análisis se realizó en la plataforma externa Epigentek 

Inc. (NY, USA). 

3.2.6 Análisis de los picos encontrados por ChIP-seq 

Se filtraron los picos manualmente usando los valores de enriquecimiento 

(“fold_enrichment”) y los valores de alineamiento (“pile_up”). Para determinar el 

punto de corte para el enriquecimiento, se realizó un conteo de los picos para cada 

valor y, así, realizar una gráfica de distribución para determinar el umbral de estos 

valores representativos para ~10,000 picos. Se realizó la misma metodología para 

determinar el umbral para los valores de alineamiento 208,214–216. Los picos 

encontrados bajo estos umbrales fueron filtrados teniendo en cuenta las siguientes 

localizaciones: corriente arriba del gen (“Upstream”), dentro del gen (“Inside”), 

sobrelapado al inicio del gen (“OvelapStart”) e incluyendo todo el gen 

(“IncludeFeature”) 217. Para determinar los picos cercanos a los sitios de inicio de la 

transcripción (TSS) de los genes blanco, se usó el valor de la distancia más corta 

con un valor de corte de ≤2,000 bp desde el TSS más cercano 

http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/
http://picard.sourceforge.net/
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(“shortestDistance”)218. Para correlacionar la localización del pico con un gen 

blanco, se filtró por la categoría RefSeq (“NM_id”) y se visualizó usando la 

herramienta IGV. Se escogieron los genes blanco teniendo en cuenta la función 

biológica en la gestación y en la placenta usando las bases de datos de genes 

GeneCards (http://www.genecards.org/), UniProt (https://www.uniprot.org/), NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) y Ensembl 

(http://www.ensembl.org/index.html).  

Se utilizó la herramienta bioinformática Genomatix para determinar los sitios 

putativos de unión a FOXD1 en los promotores de estos genes blanco y se utilizó la 

información de los resultados generados por transcriptómica de los genes blanco 

diferencialmente expresados de Foxd1, obtenidos en el estudio de Laissue et al. 43, 

para escoger los genes blanco candidatos para los estudios funcionales posteriores. 

3.2.7 Ensayos gen reportero 

Se crearon construcciones plasmídicas (pcDNA 3.1 Zeo (+)) que contenían la región 

codificante de FOXD1 WT y mutantes de acuerdo con las variantes encontradas en 

las pacientes con FIR, AER y RCIU (Tabla 13).  

 

 
 

Se realizaron clonajes de las regiones promotoras blanco de FOXD1 en el plásmido 

pGL4.22[luc2CP/Puro], el cual incluye la secuencia del gen reportero de luciferasa 

(luc2CP - Photinus pyralis). En este plásmido se clonaron los promotores de los 

Patología Cambio proteína
AER y FIR p.Gly103Asp

FIR p.His267Tyr
RCIU p.Arg57del

p.Arg55Pro
p.Ala356Gly
p.Ile364Met

AER 

Tabla 13. Construcciones de las mutaciones FOXD1

http://www.genecards.org/
https://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.ensembl.org/index.html
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genes blanco de interés identificados en el estudio previo de Laissue et al.: PGF y 

C3 43. También se crearon las construcciones con los promotores que se 

encontraron por la técnica ChIP-seq descrita anteriormente (Ver resultados más 

adelante). Se usó un plásmido que contenía la secuencia codificante de Renilla, el 

cual se empleó como normalizador de la transfección. Se realizó una co-

transfección en células COS-7 con las 3 construcciones: la que contenía el ORF WT 

o mutante de FOXD1, la que contenía la secuencia de alguno de los promotores 

blanco y la que codificaba para la Renilla. Los niveles de la 

transactivación/transrepresión se analizaron usando el sistema Dual-Luciferase 

Reporter Assay (Promega, Madison, WI, USA). La actividad de la luciferasa en cada 

replica fue dividida por la actividad reportada para la Renilla. Con los resultados se 

realizó un estudio estadístico usando la prueba t-student para determinar si existían 

diferencias significativas entre las condiciones WT y las mutantes. Se realizaron 5 

réplicas biológicas con 6 réplicas técnicas cada una. 

 

3.3 Resultados 

3.3.1 Estudio de FOXD1 como un potencial marcador molecular de AER, 
en FI durante FIV (ART), RCIU y PE  

El análisis de secuenciación identificó 8 variantes heterocigotas no-sinónimas 

(Tabla 14). Las variantes FOXD1 p.Arg57del y p.His267Tyr no se han reportado en 

las bases de datos públicas ni previamente, mientras que las variantes FOXD1 

p.Ala356Gly y p.Ile364Met presentan un MAF bajo en las bases de datos y fueron 

reportadas previamente en pacientes con AER 43. Ninguna de estas variantes fue 

encontrada en grupos control. La variante FOXD1 p.His267Tyr fue encontrada en 

pacientes colombianas con FIR, mientras que la variante FOXD1 p.Arg57del se 

encontró en una paciente francesa con RCIU.  
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ADN Proteína Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen 
Conservación 

evolutiva

ADN Proteína Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen 
Conservación 

evolutiva

ADN Proteína Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen 
Conservación 

evolutiva

ADN Proteína Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen 
Conservación 

evolutiva

ADN Proteína Rs Pacientes Controles MAF SIFT PolyPhen 
Conservación 

evolutiva

Benigno (0) Si0,18 Tolerado (0,52)c.263C>G p.Ala88Gly rs7705335
 5/31 6/100

c.308G>A
 p.Gly103Asp
 rs1369199745 1/31 1/100 0,000008 Tolerado (0,46) Benigno (0,334) Si

Tolerado (0,46) Benigno (0,334) Si

SiTolerado (0,99) Benigno (0)

c.308G>A
 p.Gly103Asp
 rs1369199745 1/30 1/100 0,000008

0,18c.263C>G p.Ala88Gly rs7705335
 2/30 6/100

c.799C>T
 p.His267Tyr
 ___ 1/30 0/100
Posiblemente 

deletéreo (0,69)
Si__ Deletéreo (0,04)



Posiblemente 
deletéreo (0,69)

Si0,0142 Deletéreo (0,07)c.976G>A
 p.Ala326Thr
 rs552595262 
 1/30 2/100

Pacientes francesas con RCIU

c.168_170delGCG p.Arg57del rs750578392 1/39 0/271 0.0065 __ __ Si

0,18 Tolerate (0,99) Benign (0) Si

c.976G>A p.Ala326Thr rs552595262  1/39 8/271 0.0142 Deleterious (0,07) Posibly deleterious 
(0,69)

Si

c.263C>G p.Ala88Gly rs7705335 4/39 23/271

0.001 Deleterious (0) Deleterious (0,99) Si

c.1146_1158delCAGGCCGCCGCC p.Gln383_Ala387delQAAA rs771204220 4/39 13/271 0,006 __ __ NA

c.1092C>G p.Ile364Met rs992724147 1/39 0/271

c.263C>G p.Ala88Gly rs7705335 6/31 23/271

Pacientes francesas con PE

c.976G>A p.Ala326Thr rs552595262  2/31 8/271 0.0142 Deleterious (0,07)
Posibly deleterious 

(0,69)
Si

rs7705335 1/27 23/271 0,18 Tolerate (0,99) Benign (0) Si

0,18 Tolerate (0,99) Benign (0) Si

Tabla 14. Resultados de la secuenciación del ORF de FOXD1  en pacientes colombianas con AER, FIR, PE,RCIU e individuos control
Pacientes con AER colombianas

Pacientes con FIR colombianas

0.0003 Deleterious (0,01) Benign (0,001) Si

c.1187C>T p.Pro396Leu rs540644822 1/27 1/271 0,0002 Tolerate (0,2) Benign (0,1) Si

c.1067C>G p.Ala356Gly rs917127030  1/27 0/271

Pacientes francesas con PE+RCIU

c.263C>G p.Ala88Gly
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En este grupo de pacientes una con RCIU/PE presentaba la variante FOXD1 

p.Ala356Gly y una con RCIU presentaba la variante FOXD1 p.Ile364Met. El resto 

de las variantes se consideraron polimorfismos, ya que presentaban un MAF>1% 

en las bases de datos públicas y estaban presentes en la población control. Los 

análisis de la potencial patogenicidad, usando los predictores SIFT y PolyPhen, 

mostraron que la mutación FOXD1 p. His267Tyr tenía un efecto potencialmente 

deletéreo.  

3.3.2 Ensayo gen reportero 

Para estudiar el efecto funcional de algunas de las mutaciones previamente 

encontradas sobre las transactivación de promotores blanco ya conocidos de 

FOXD1 se realizaron ensayos gen reportero. Se usaron las construcciones 

plasmídicas FOXD1 WT (pcDNA3.1 Zeo (+)) y las que incluían las mutaciones 

encontradas en las pacientes con FIR y RCIU. Para el promotor del gen blanco C3, 

identificado en el estudio realizado por Laissue et al., se utilizó la construcción 

subclonadas en el plásmido pGL4.22 43.  

Los resultados del ensayo gen reportero demostraron que FOXD1 transactiva el 

promotor de C3 cuando se compara con el vector vacío (1,9 veces, p=0,0024). La 

actividad transcripcional del promotor presentó un aumento estadísticamente 

significativo cuando se sobre-expresan las mutaciones de FOXD1 encontradas en 

las pacientes con FIR y RCIU en comparación con la versión WT. La mutación 

FOXD1 p.His267Tyr aumentó 1,25 veces (p=0,03) y FOXD1 p.Arg57del aumentó 

1,5 veces (p=0,0004) (Figura 22).  

Los resultados antes mencionados fueron sometidos en la revista Human Mutation 
(IF: 5,4 – 2017) bajo el título “FOXD1 mutations are related to repeated 
implantation failure, intra-uterine growth restriction and preeclampsia” (Ver 

Anexo V).  
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Figura 22. Ensayo gen reportero de FOXD1 WT y mutantes con el promotor de C3. 
* p˂0.05, *** p˂0.001 

 

3.3.3 Identificación de nuevos genes blanco directos de FOXD1 

Para determinar los genes blanco directos no conocidos de FOXD1 se realizó ChIP-

seq de las vellosidades coriónicas de tejido placentario sano a término. Los análisis 

previos al envío mostraron que la paciente presentaba una variante sinónima 

frecuente en el ORF de FOXD1-p.Ser436Ser (rs2972191, MAF 0.3). Tanto la RT-

PCR como el WB demostraron la expresión de FOXD1 en el tejido placentario 

(Figura 23).  

 

 

 



89 
 

Figura 23. Expresión de FOXD1 en tejido placentario sano a término. A. La RT-
PCR muestra la presencia del transcrito en la placenta. Se usó el gen housekeeping 
GAPDH. B. El WB demuestra la expresión de FOXD1 en el extracto total de 
proteínas de placenta. Se utilizó la proteína housekeeping de β-actina. M: marcador 
de peso (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards). 

 

El control de calidad de los datos primarios de la ChIP-seq mostró una gran cantidad 

de valores con una distribución adecuada en el puntaje de calidad, sugiriendo que 

la secuenciación cumplió con los estándares técnicos. Se mapearon entre 79,72% 

y 95,32% de todos los datos. 

Durante el llamado en la anotación de los picos se utilizaron los puntos de corte 

para el valor de p de 0,01 y 0,05 los cuales generaron 4 y 10 picos, respectivamente. 

Por esta razón, se usó el valor p de 0,1 para el análisis bioinformático subsiguiente. 

Debido a que el valor de p ajustado para cada pico no mostró diferencias 

estadísticamente significativas con el “input” se realizaron los filtros manuales 

usando los valores de enriquecimiento (“fold_enrichment”) y de alineamiento 

(“pile_up”). La gráfica de distribución para el enriquecimiento mostró que ~20,000 

picos se encontraban dentro del umbral de 1,27 (Figura 24). La mayoría de los picos 

mostraban valores de enriquecimiento bajos lo que sugiere ruido de fondo. Usando 

este filtro, se obtuvieron 19,744 picos de los 680,728 picos totales encontrados en 

el ChIP-seq. Se realizó el mismo análisis para determinar el valor de corte del 

alineamiento. El resultado de la distribución mostró que ~32,000 picos se 
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encontraban dentro del umbral de 0,41 (Figura 25). Se usó este umbral para filtrar 

los picos obtenidos con el umbral del enriquecimiento generando 8,878 picos. 

Figura 24. Gráfica de distribución del conteo de los picos vs. valor de 
enriquecimiento. Se muestra que en el valor de enriquecimiento 1,27 (umbral) se 
encuentran ~20,000 picos que conforman la meseta de la distribución. 
 

 
 

Figura 25. Gráfica de distribución del conteo de los picos vs. valor de alineamiento. 
Se muestra que en el valor de enriquecimiento 0,4 (umbral) se encuentran ~32,000 
picos que conforman la meseta de la distribución. 
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Los 8,878 picos se filtraron usando las categorías de localización: corriente arriba 

del gen (“Upstream”), dentro del gen (“Inside”), sobrelapado el inicio del gen 

(“OvelapStart”) e incluyendo todo el gen (“IncludeFeature”). Se obtuvieron 5,903 

picos de los cuales la mayoría se encontraban localizados corriente arriba del gen 

(69%) (Figura 26). 

 

Para determinar los picos que se encontraban cerca a los TSS de los genes blanco 

se filtró por la distancia de ≤ 2,000 pb del TSS obteniendo 574 picos. Esta región 

fue escogida arbitrariamente asumiendo que contiene el promotor mínimo regulador 

de la transcripción. La correlación de estos picos con el gen blanco se realizó 

filtrando por la identificación de RefSeq con lo cual se obtuvieron 177 genes, el resto 

de los picos no tenían RefSeq asignado o pertenecían a RNAs no codificantes 

(Figura 27). 18,8% de los picos sin identificación fueron visualizados con la 

herramienta IGV obteniendo la identificación de su gen blanco.  

Figura 26. Gráfica de localización de los picos. 
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Figura 27. Gráfica de la distribución de la identificación de los genes blanco. NM: 
con RefSeq, NA: no identificado, NR: RNAs no codificantes. 
 

 

Utilizando manualmente las bases de datos para determinar la plausibilidad 

biológica de los 177 picos de genes blanco dentro de la fisiología de la gestación y  

el desarrollo de la placenta, se encontraron 28 picos que estaban involucrados 

dentro de las cascadas moleculares de ambos procesos fisiológicos. Los 

promotores de estos genes se analizaron mediante la herramienta Genomatix para 

identificar los sitios putativos de unión a FOXD1. Se identificaron 12 genes con sitios 

putativos de unión. De éstos, 6 genes se encontraron sub-expresados en el estudio 

de transcriptómica realizado por Laissue et al., (2016) 43. Los genes blanco CTSC, 

TRPC6, MMP-8, CD226 y CD86 se encontraron sub-expresados en el tejido 

placentario de las hembras IRCS con la mutación Foxd1-p.Thr152Ala, mientras que 

el gen blanco CMA1 se encontraba sub-expresado en el endometrio de este modelo 

murino. Por esta razón, se escogieron los genes blanco CTSC, TRPC6, CD86 y 

CMA1 para realizar las construcciones plasmídicas y los estudios funcionales 

posteriores a la validación de la ChIP-seq. 

29%

67%

4%

NM NA NR
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Se realizó una primera aproximación del ensayo gen reportero utilizando las 

construcciones de los promotores CD86 y CTSC. Se evidenció que FOXD1 

generaba un aumento estadísticamente significativo de la transactivación del 

promotor de CD86 y de CTSC (4,9 y 1,8 veces, respectivamente) en comparación 

con el vector vacío (p=0,001 y p=0,026, respectivamente) (Figura 28). Estos 

resultados serán confirmados por EMSA/Supershift, puesto que el ensayo gen 

reportero es un aproximación indirecta. 

Figura 28. Ensayo gen reportero de FOXD1 WT con el promotor de CD86 y CTSC. 
* p˂0.05, *** p˂0.001 

 

 

3.4 Discusión capítulo II 

3.4.1 Estudio de FOXD1 como un potencial marcador molecular de AER, 
en FI durante FIV (ART), RCIU y PE 

En este capítulo del trabajo de tesis se realizó el tamizaje de mutaciones de FOXD1 

en pacientes con FIR, AER, RCIU y PE, al igual que ensayos funcionales para las 

mutaciones FOXD1 p.His267Tyr y p.Arg57del. Los resultados del tamizaje realizado 

por secuenciación de Sanger en población colombiana y francesa sugirieron que 

estas mutaciones podrían ser causales de la FIR y del RCIU. Estas mutaciones 

afectaron residuos conservados evolutivamente. 
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Los ensayos funcionales demostraron que las mutaciones FOXD1 p.His267Tyr y 

FOXD1 p.Arg57del aumentaban significativamente (p˂0,05 y p˂0,001, 

respectivamente) la transactivación del promotor del gen blanco C3 43. El 

incremento de los niveles de C3 podrían afectar el proceso de implantación y 

placentación en las pacientes con FIR/RCIU. Estudios realizados en pacientes con 

FIR y en vellosidades coriónicas demostraron, por medio de transcriptómica, que se 

presentaba una sobre-expresión de C3. Esta proteína está involucrada en la 

activación de la respuesta inmune innata que conduce a la apoptosis celular y 

potencia un ambiente pro-inflamatorio en el endometrio 113,115. Modelos murinos 

deficientes de C3 han demostrado una mayor reabsorción embrionaria (fenotipo 

homólogo a AER) en comparación con los ratones WT debido a una alteración en 

el desarrollo de la placenta y del trofoblasto 219. Por esta razón, se debe mantener 

un equilibrio entre los niveles de expresión de C3 durante la implantación, pues su 

incremento, como ocurre en los resultados previamente expuestos, puede conducir 

a disfunciones en la implantación como ocurre en el AER y la FIR, al igual que en la 

placentación como ocurre en la PE y el RCIU.  

Con estos resultados establecemos que FOXD1 es un gen implicado dentro de la 

patología de FIR, AER, RCIU y PE sirviendo de marcador molecular para estas 

enfermedades y para el pronóstico de los tratamientos de reproducción asistida 

(FIR). Es importante mencionar que el ensayo gen reportero no permite determinar 

la interacción directa entre el factor de transcripción y el promotor, por lo cual se 

necesita una verificación por ensayos de EMSA para determinar si las mutaciones 

encontradas en estas pacientes pueden alterar la unión de la proteína al promotor 

de C3. Por otra parte, los ensayos se realizaron sobre un modelo celular alejado a 

la células de los órganos en los que se desarrollan esta patologías, lo cual no ilustra 

de manera precisa lo que pudiera suceder en los tejidos asociados a la implantación 

y placentación. Modelos adicionales, fundamentados en la edición de genoma e 

implementados en modelos celulares y animales, se inscriben como una potencial 

alternativa para una mejor comprensión de mecanismos moleculares específicos 

asociados a estas mutaciones. 
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3.4.2 Identificación de nuevos genes blanco directos de FOXD1 

Los resultados de la ChIP-seq obtenidos permitieron identificar nuevos posibles 

genes blanco directos de FOXD1, lo que genera nuevo conocimiento sobre la 

regulación transcripcional de este factor de transcripción en el proceso de 

implantación/mantenimiento de la gestación. En los experimentos de ChIP-seq 

entre el 79% y el 95% de las lecturas fueron mapeadas. Sin embargo, no se 

obtuvieron picos utilizando un valor de p=0,05 para el llamado de los picos. Por esta 

razón, la ChIP-seq no se consideró óptima en términos de especificidad. Los 

promotores de genes escogidos para la posterior verificación por ensayos gen 

reportero y EMSA fueron aquellos que tenían sitios putativos de unión a FOXD1 

(tamizados por Genomatix) y que tenían una expresión diferencial en el endometrio 

o placenta, según los estudios de transcriptómica realizados por Laissue et al. 43. 

En este marco, a pesar de que los genes blanco propuestos son candidatos teóricos 

relevantes desde una óptica fisiopatológica, las limitaciones técnicas evocadas 

refuerzan la necesidad de validar los resultados mediante técnicas adicionales. 

Los genes blanco CTSC, CD86 y CMA1 participan en procesos inmunológicos 

durante la gestación. CTSC codifica para una cistein-proteasa involucrada en la 

degradación de proteínas intracelulares y en la activación de la cascada pro-

inflamatoria producida por las células NK y por los linfocitos T citotóxicos 220–223. 

Esta proteína se encuentra expresada en el tejido placentario y se ha sugerido que 

participa en la degradación de la matriz extracelular, en la invasión celular del 

trofoblasto y en la inflamación de la decidua 224.  

El gen CD86 codifica para un receptor involucrado en la co-estimulación de la 

proliferación de las células T y en la producción de IL-2 por unión a CTLA-4. Modelos 

murinos tratados con anti-CD86 han demostrado que la inhibición de CD86 facilita 

el cambio de una respuesta inmune, de Th1 a Th2, moderando la expresión de 

algunas citoquinas como el IFN-ɣ. Estos ratones también presentaban un 

incremento en las células CD4+CD25+ Tregs  que evitan el rechazo del endometrio 

contra el embrión 225. Estudios realizados en pacientes con preeclampsia 
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demostraron que alteraciones en la expresión de VEGF generaban la disminución 

en los niveles de CD86 en las células dendríticas, inhibiendo su maduración y 

alterando el balance inmunológico en la diferenciación de las células Th0 a Th1 226. 

El gen CMA1 codifica para una proteasa secretada por los mastocitos durante la 

generación de péptidos vasoactivos y la degradación de la matriz extracelular. Se 

ha reportado que los mastocitos uterinos están involucrados en el remodelamiento 

de las arterias espirales. Alteraciones en este proceso se han relacionado con 

pérdidas de la gestación, y el desarrollo de preeclampsia o retardo del crecimiento 

intrauterino 227,228. En este contexto, se ha postulado que CMA1 podría regular la 

tensión arterial actuando en conjunto con la angiotensina II y podría regular la 

activación de MMPs como MMP-9 y MMP-2 229,230. Meyer et al., demostraron que la 

ablación de las células uNKs y de los mastocitos uterinos generaba alteraciones en 

el remodelamiento de las arterias espirales por disminución en la apoptosis, de 

manera secundaria a los bajos niveles de Cma1 (Mcpt-5) conduciendo a la 

restricción en el crecimiento fetal. Además, los autores demostraron que Cma1 

estaba directamente involucrada en la migración de los trofoblastos extra-vellosos 

durante la gestación. En mujeres gestantes, los mastocitos uterinos se localizan 

cerca a los trofoblastos extra-vellosos sintetizando CMA1 y aumentando su 

capacidad migratoria y de invasión durante el remodelamiento de las arterias 

espirales 231–233. En este marco, anormalidades en la expresión de esta proteasa 

podrían conducir al desarrollo de patologías reproductivas, especialmente 

asociadas a la implantación/placentación. 

En lo que respecta TRPC6, codifica una proteína que conforma los canales de calcio 

que actúan directamente con IP3 y DAG. Clarson et al., demostraron que TRPC6 se 

encontraba expresada en el sincitiotrofoblasto durante el primer trimestre del 

embarazo y en placentas a término, lo que sugiere que esta proteína podría actuar 

como un operador de los canales para la entrada de calcio a la célula 234. Estudios 

efectuados en modelos murinos demostraron que el aumento en la expresión de 

Trpc6 produce un incremento en la entrada de calcio en los vasos placentarios 

produciendo una mayor vasoconstricción y un aumento de la presión arterial 235. 
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Estos resultados sugieren que alteraciones en la expresión de esta proteína podría 

conducir a la aparición de preeclampsia y/o retardo del crecimiento intrauterino.  

Otro de los resultados encontrados en los experimentos de ChIP-seq fue la 

presencia de picos dentro regiones asociadas a RNAs no codificantes. Algunos 

estudios han demostrado una relación entre los factores de transcripción de la 

familia Forkhead (FKHD) y los lncRNAs al formar un loop en la cromatina para crear 

un puente y acercar los promotores a los factores de transcripción y a los enhancers 
236. Además, se ha descrito que los ncRNAs se localizan cerca a algunos factores 

de transcripción FKHD en modelos murinos, como Foxa2 y Foxf1 actuando como 

enhancers RNAs (eRNAs) para reclutar complejos de proteínas o proteínas 

reguladoras en los sitios de transcripción 237. Estos resultados podrían indicar que 

FOXD1 actúa en y sobre vías en las que participan ARNs no codificantes para 

regular la expresión de moléculas corriente-abajo. 
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4. Conclusiones 
Los resultados de este trabajo de tesis doctoral permitieron identificar, mediante la 

técnica NGS-exoma, mutaciones en nuevos genes involucrados en diferentes vías 

moleculares de la implantación, potencialmente asociadas con la etiopatología del 

AER. El análisis bioinformático propuesto (focalizado en un subset de genes) puede 

considerarse como una aproximación eficiente para la identificación de mutaciones 

con un posible efecto funcional. 

La identificación de la variante THBD-p.Trp153Gly en mujeres colombianas con 

AER y su validación mediante ensayos funcionales in vitro sugiere, por primera vez, 

una relación directa entre formas mutantes de esta proteína y la fisiopatología del 

AER. La mutación THBD-p.Trp153Gly se podría considerarse como un marcador 

molecular para el diagnóstico en pacientes colombianas con AER idiopático. 

El tamizaje de variantes de secuencia en FOXD1 en pacientes colombianas con FIR 

y AER y, en pacientes francesas con PE y RCIU permitió identificar 2 mutaciones 

nuevas en este factor de transcripción: FOXD1 p.His267Tyr y FOXD1 p.Arg57del. 

Los ensayos funcionales in vitro demostraron que estas mutaciones modifican la 

transactivación del promotor de C3, contribuyendo con el fenotipo. FOXD1 podría 

considerarse un marcador molecular diagnóstico para las pacientes con AER, FIR, 

RCIU y PE. 

La identificación de los potenciales nuevos genes blanco directos de FOXD1 (CTSC, 

CD86, CMA1 y TRPC6) aporta al conocimiento sobre la función regulatoria de este 

factor de transcripción y sobre las vías moleculares en las que podría actuar durante 

el proceso de la implantación/placentación. La información generada durante este 

trabajo de tesis aporta al conocimiento general sobre el origen del AER, la FIR y el 

RCIU/PE. Ésta puede ser de utilidad para los especialistas clínicos que trabajan en 

el área de la reproducción ya que genera nuevas herramientas potenciales para el 

diagnóstico de estas patologías en un contexto de medicina traslacional. 
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5. Recomendaciones y perspectivas 

• La aproximación NGS debe implementarse en otras poblaciones para 

identificar posibles nuevas mutaciones asociadas a AER y de FIR. 

 

• Otras formatos y aplicaciones de la NGS, como la secuenciación de genoma 

completo y secuenciación la de célula única, podrían ampliar el conocimiento 

sobre las vías moleculares que actúan en el proceso de implantación, del 

AER y la FIR. 

 

• La validación funcional in vitro e in vivo de las variantes encontradas por NGS 

y en FOXD1, usando la técnica de edición del genoma CRISPR/Cas9 para 

generar modelos “knock-in”, podría ampliar el conocimiento sobre las 

implicaciones funcionales de estas mutaciones durante el desarrollo de la del 

fenotipo. Esto permitiría describir nuevos biomarcadores de 

diagnóstico/pronóstico del AER, de la FIR, de la PE y del RCIU. 

 

• Un tamizaje genético de THBD y FOXD1 en grandes cohortes de pacientes 

con AER, FIR, PE y RCIU, de diferente origen étnico, permitiría identificar 

nuevas mutaciones específicas de cada población y establecer una relación 

genotipo-fenotipo.  

 

• La validación de los resultados de la ChIP-seq de FOXD1 por medio de 

EMSA/Supershift es necesaria para generar nuevo conocimiento sobre los 

genes blanco directos regulados por FOXD1 en el contexto placentario. 
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6. Anexos 
 

Anexo I: Quintero-Ronderos P, Laissue P. 
“Classic and novel sequencing methods to 
dissect recurrent pregnancy loss aetiology”. 
Reproductive Science. Submitted. Under 

review 
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