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RESUMEN 

El AER es una patología compleja caracterizada por la pérdida de dos o más embarazos de 

manera consecutiva antes de la semana 24 de gestación. Constituye una de las 

complicaciones más frecuentes del primer trimestre del embarazo.  

En un estudio previo (2017) de nuestro grupo, mediante NGS fue identificada la variante 

c.457T>G (p.Trp153Gly) en el gen THBD , en estado heterocigoto, en una paciente 

colombiana con AER. Este gen codifica para una proteína que se localiza en la membrana 

citoplasmática de las células endoteliales, y se encuentra involucrada en la regulación de la 

coagulación mediante la interacción con la trombina, y en la inmunomodulación a través 

del dominio lectina – like (aminoácido 31 – aminoácido 169), el cual interactúa con la 

proteína HMGB1 y el carbohidrato de Lewis.  

Con el objetivo de evaluar el potencial efecto de la variante c.457T>G (p.Trp153Gly) en la 

función de THBD, se realizó un ensayo in vitro de localización subcelular en células CHO, 

por medio de la expresión de las proteínas wild type (WT) y mutante, marcadas con GFP en 

el extremo C - terminal. Se  encontraron diferencias en la localización subcelular. La 

proteína WT se localizó de manera predominante en la membrana citoplasmática, mientras 

que la mutante se localizó perinuclearmente. De acuerdo con los resultados obtenidos, esta 

diferencia en la localización subcelular podría afectar el adecuado funcionamiento de la 

proteína, ya que se encontró mayoritariamente en un compartimiento celular diferente a la 

membrana citoplasmática, evitando la interacción con las proteínas HMBG1 y el 

carbohidrato de Lewis.  
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1. INTRODUCCIÓN 

El AER es una patología caracterizada por la pérdida de dos/tres o más embarazos de 

manera consecutiva antes de la semana 24 de gestación (definición de la Sociedad 

Americana para Medicina Reproductiva, y de ESHRE y RCOG) (Diejomaoh et al., 2015; 

Pereza et al., 2016). Afecta entre el 1% y el 5% de las parejas activamente reproductivas, y 

constituye una de las complicaciones más frecuentemente desarrolladas en el primer 

trimestre del embarazo (Diejomaoh et al., 2015; Labarrere et al., 1992). El AER se ha 

asociado a diversos factores etiológicos como las anomalías anatómicas uterinas, 

endocrinas, autoinmunes y las alteraciones genéticas. Sin embargo, entre un 40% y un 60% 

de los casos son de causa desconocida. Algunos de ellos podrían ser explicados por 

alteraciones en genes relacionados con procesos biológicos necesarios para el desarrollo 

normal del embarazo (Diejomaoh et al., 2015; Vaiman et al., 2015). 

En el año 2017, nuestro grupo identificó una variante en el gen THBD en una paciente 

colombiana con AER (Quintero-Ronderos et al., 2017). Este gen codifica para una proteína 

que se localiza en la membrana citoplasmática de las células endoteliales, y se encuentra 

involucrada en la regulación de la coagulación mediante la interacción con la trombina, y  

en la inmunomodulación a través del dominio lectina – like (aminoácido 31 – aminoácido 

169), el cual interactúa con la proteína HMGB1 y el carbohidrato de Lewis. Previamente, 

en el año 2014 fueron descritos diversos modelos murinos con deficiencias en la función de 

este gen. Los fenotipos observados fueron hipercoagulabilidad y letalidad embrionaria 

temprana (Weiler, 2004; Weiler-Guettler et al., 1998).   

En el presente trabajo de tesis se evaluó el efecto de la variante c.457T>G (p.Trp153Gly) 

en la función de THBD. Se realizó un ensayo in vitro de localización subcelular en células 

CHO, por medio de la expresión de las proteínas wild type (WT) y mutante, marcadas con 

GFP en el extremo C - terminal. Se  encontraron diferencias en la localización subcelular. 

La proteína WT se localizó de manera predominante en la membrana citoplasmática, 

mientras que la proteína mutante se localizó perinuclearmente. De acuerdo con los 

resultados obtenidos, esta diferencia en la localización subcelular podría afectar el 
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adecuado funcionamiento de la proteína, ya que se localizó mayoritariamente en un 

compartimiento celular diferente a la membrana citoplasmática. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 El aborto espontáneo recurrente 

El aborto espontáneo recurrente (AER) se ha definido clínicamente de distintas formas. La 

Sociedad Europea para la Reproducción Humana y Embriología (European Society for 

Human Reproduction and Embryology – ESHRE) y el Colegio Real de Ginecólogos y 

Obstetras (Royal College of Obstetricians and Gynaecologists – RCOG) lo definen como 

tres o más abortos espontáneos consecutivos, mientras que la Sociedad Americana para 

Medicina Reproductiva (American Society for Reproductive Medicine) lo define como dos 

o mas abortos espontáneos (Diejomaoh et al. , 2015; Pereza et al., 2016). El AER 

adicionalmente se clasifica como temprano cuando sucede antes de la semana 10 de 

gestación, lo cual ocurre en la mayoría de casos de AER, y es definido como tardío cuando 

tiene lugar después de la semana 10 de gestación, principalmente antes de la semana 15 a 

16 de gestación. (Branch et al., 2010).  

La definición que se va a tener en cuenta en este trabajo identifica al AER como la pérdida 

del embarazo que ocurre antes de la semana 24 de gestación en dos o más ocasiones 

(Pereza et al., 2016). El AER afecta entre el 1% y el 5% de las parejas activamente 

reproductivas, y constituye una de las complicaciones más frecuentemente desarrolladas en 

el primer trimestre del embarazo. El AER no sólo genera un efecto físico en la mujer que 

sufre el aborto sino también un efecto emocional (Diejomaoh et al. , 2015; Labarrere et al., 

1992). 

2.1.1 Etiología 

El AER es una patología en la que se han asociado diferentes factores etiológicos 

identificables. Sin embargo, entre un 40% y un 60% de los casos son de causa desconocida 

(Diejomaoh et al., 2015). Los factores etiológicos principales son las anomalías anatómicas 

uterinas, endocrinas, autoinmunes y las alteraciones genéticas. Algunos de los casos de 

causa desconocida podrían ser explicados por alteraciones en genes relacionados con 
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procesos biológicos necesarios para el desarrollo normal del embarazo (Vaiman et al., 

2015).  

Las alteraciones anatómicas uterinas (También denominadas anomalías Müllerianas) 

ocurren como consecuencia de la formación o fusión fallida de los conductos Müllerianos 

durante el proceso de embriogénesis (Sadro et al., 2015). La incidencia de estos defectos en 

la población general es del 2% al 3%. Las mujeres que sufren AER durante el primer 

trimestre de gestación tienen una incidencia de defectos uterinos entre el 5% y el 10%, y la 

incidencia es de hasta el 25% cuando el AER sucede en el segundo trimestre de la gestación 

(Reichman et al., 2010). 

Las anomalías Müllerianas se clasifican en: el útero bicorne ocasionado por la fusión 

incompleta de los conductos müllerianos, el útero unicorne (el cual representa un defecto en 

la fusión lateral), el útero septado que sucede cuando hay una falla en la resorción del septo 

interno entre las cavidades uterinas, y el útero didelfo en el que hay una falla completa en la 

fusión de los dos conductos Müllerianos resultando en la duplicación del cérvix (Buttram et 

al., 1979). Todas estas anomalías uterinas afectan el proceso de implantación del embrión 

produciendo la pérdida del embarazo. Sin embargo, la anomalía más frecuentemente 

encontrada en pacientes con AER es el útero septado, el cual es susceptible de manejo 

quirúrgico (Sadro et al., 2015). 

Los factores etiológicos endocrinos hacen referencia a desequilibrios o alteraciones en la 

regulación de procesos metabólicos asociados al desarrollo de enfermedades como la 

diabetes mellitus o el hipotiroidismo, las cuales, cuando no se encuentran bajo control 

farmacológico, se asocian con el AER (Diejomaoh et al. , 2015). Durante el embarazo 

ocurren diversos cambios en la regulación del metabolismo. Por ejemplo, la función 

tiroidea principalmente se encuentra regulada por el suministro de yodo. Por otra parte, 

durante la gestación la regulación de la función tiroidea depende de la hormona 

gonadotropina coriónica humana (hGC) producida por el embrión en desarrollo, la cual 

regula los niveles de la hormona T4 maternos y fetales (Crawford et al., 2016).  

La hGC se une a los receptores de la hormona luteínizante en el cuerpo lúteo, lo que 

implica un incremento en la producción de estradiol. Posteriormente, el estradiol estimula 
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la síntesis de Globulina Fijadora de Tiroxina (GFT) en el hígado, generando, un aumento de 

1.5 a 2 veces los niveles durante el embarazo. La GFT se une a la hormona T4 produciendo 

una disminución en los niveles de T4 libre biológicamente activa. La hGC tiene homología 

estructural con la Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH), permitiendo su unión a los 

receptores de TSH en las células epiteliales tiroideas maternas y estimulando la producción 

de T4. Mujeres con antecedentes de hipotiroidismo, son incapaces de compensar los 

requerimientos de hormona tiroidea necesarios durante la gestación. Por este motivo, se 

deben aumentar las dosis de hormona tiroidea suplementaria en estas pacientes para lograr 

mantener un nivel adecuado de TSH (Crawford et al., 2016). 

Además de los cambios en el metabolismo de las hormonas tiroideas durante el embarazo, 

se ha demostrado que la hormona T4 materna atraviesa la barrera placentaria. El 

incremento en los niveles de esta hormona durante el primer trimestre de gestación, son 

importantes para el proceso de implantación y desarrollo del embrión, ya que la hormona 

T4 estimula la producción de Factor de Crecimiento Epidérmico por parte del trofoblasto, 

lo cual regula el crecimiento placentario (Contempre et al. , 1993; Matsuo et al., 1993). Esto 

explica que las mujeres con alteraciones en la función tiroidea presenten de manera 

frecuente AER. 

Dentro de las enfermedades autoinmunes asociadas con AER encontramos el Lupus 

Eritematoso Sistémico (LES) y el síndrome antifosfolípido, entre otras. En general estas 

enfermedades se caracterizan por la producción de auto-anticuerpos y por lo tanto pueden 

afectar la fertilidad en general (Carp et al., 2012). El Síndrome Antifosfolípido, se 

caracteriza por la producción de auto-anticuerpos en contra de los fosfolípidos cargados 

negativamente, como los anticuerpos anticardiolipina y el anticoagulante lúpico. Las 

manifestaciones clínicas de este síndrome son los eventos tromboembólicos, la 

trombocitopenia y el AER (Shurtz-Swirski et al., 1993). Estos auto-anticuerpos pueden 

afectar procesos de adhesión entre el sincitiotrofoblasto y el citotrofoblasto debido a que las 

células del citotrofoblasto expresan fosfolípidos. Además, pueden lesionar el trofoblasto 

independientemente de la presencia de trombosis, mediante la formación de un complejo 

IgG (auto-anticuerpo) – β2GP1 (Cofactor), el cual activa la producción de citoquinas (Carp 

et al., 2012). 
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Las alteraciones genéticas que ocasionan AER involucran cambios en el material genético 

materno, paterno y fetal. Los cambios genéticos paternos (padre y madre, los cuales pueden 

ser de novo o heredados) se asocian con cambios en el cariotipo, representados por las 

alteraciones estructurales como translocaciones recíprocas y Robertsonianas balanceadas, 

inversiones y la presencia de heterocromatina en el cromosoma 9. Las alteraciones 

comosómicas estructurales se desarrollan frecuentemente durante el proceso de 

espermatogénesis. También pueden presentar estado de portador de enfermedades 

autosómicas recesivas o estar afectados por enfermedades de herencia autosómica 

dominante y por la presencia de variantes que afectan la función de genes relacionados con 

procesos fisiológicos como la coagulación o el metabolismo de los folatos.  

En los embriones o fetos las alteraciones genéticas pueden ser de novo (mayoría de los 

casos) o heredadas, al igual que sucede con las causas genéticas paternas. Dentro de las 

alteraciones genéticas se encuentran las alteraciones cromosómicas. Se estima que  

ocasionan un 50% de las pérdidas del embarazo durante el primer trimestre. Las 

alteraciones cromosómicas numéricas (86% de AER ocasionados por alteraciones 

cromosómicas), como las aneuploidías, son la consecuencia de errores disyuncionales 

durante la ovogénesis en mujeres de edad avanzada (mayores de 40 años). Otra causa de 

alteraciones cromosómicas numéricas son los errores en la fecundación (diginia, dispermia 

y diandria) que producen poliploidías. Las alteraciones cromosómicas estructurales (8% de 

AER ocasionados por alteraciones cromosómicas) como las translocaciones recíprocas y 

Robertsonianas desbalanceadas y los mosaicismos cromosómicos (6% de AER ocasionados 

por alteraciones cromosómicas) también generan AER (Caseiro et al., 2015; Kacprzak et 

al., 2016; Stephenson et al., 2006).  

2.2 Fisiología de la implantación embrionaria 

El embarazo es un proceso complejo e irreversible en el que suceden eventos como la 

implantación, la decidualización, la placentación y finalmente el nacimiento. (Atwood et 

al., 2016; Cha et al., 2012). La probabilidad de concepción en cada ciclo menstrual es de 

aproximadamente el 30%, y solo entre el 50% y el 60% de las concepciones superan la 
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semana 20 de gestación. De las gestaciones que terminan en aborto, el 75% están 

ocasionados por fallas en la implantación (Norwitz et al., 2001).  

La fertilización sucede en la trompa de Falopio 24 – 48 horas después de la ovulación. Los 

estadios iniciales del desarrollo (Cigoto a mórula) se desarrollan durante esta etapa. La 

mórula ingresa a la cavidad uterina 2 – 3 días después de la fertilización. La transformación 

de mórula a blastocisto involucra diversas modificaciones como la aparición de la cavidad 

interna en la masa celular, la diferenciación celular en donde las células de la superficie dan 

origen al trofoblasto (citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto) a partir del cual se van a formar 

estructuras extraembrionarias, incluyendo la placenta, y la masa celular interna que da 

origen al embrión (Norwitz et al., 2001).   

La implantación embrionaria es el proceso mediante el cual el embrión se orienta, se 

adhiere e invade el tejido endometrial materno. Este proceso inicia 6 a 7 días después de la 

fertilización. Para que se desarrolle la implantación se requiere un endometrio receptivo, un 

blastocisto funcionalmente normal y una adecuada comunicación entre ellos (Valles et al., 

2006). El endometrio es receptivo a la implantación embrionaria solo por un periodo de 

tiempo específico, día 6 – día 10 después de la ovulación. Adicionalmente se requiere 

sincronía entre éste y el desarrollo del blastocisto (Cha et al., 2012). La receptividad 

endometrial evidencia cambios histológicos como por ejemplo el aumento en la 

vasculatura, en el edema, en la actividad secretora de las glándulas endometriales y el 

desarrollo de pinopodios en la superficie luminal del epitelio.  

Adicionalmente, se requieren modificaciones en la expresión hormonal para que el 

endometrio adquiera la capacidad de ser receptivo. Durante la fase preovulatoria se 

incrementa la secreción de 17β – estradiol favoreciendo la proliferación y diferenciación de 

las células epiteliales uterinas. El cuerpo lúteo produce progesterona estimulando la 

proliferación y diferenciación de las células estromales (Norwitz et al., 2001). 

Posteriormente, se expresan  en el endometrio moléculas de adhesión como las integrinas, 

las selectinas, glicoproteínas (MUC1), factores de crecimiento, citoquinas y factores 

inflamatorios que favorecen el proceso de aposición (Staun-Ram et al., 2005). 



 9 

El embrión humano ingresa en la cavidad uterina como un blastocisto no eclosionado. Mas 

adelante eclosiona (pérdida de la zona pelúcida), la masa celular interna se localiza hacia el 

sitio de adhesión ubicado en el fondo uterino y se genera una adhesión inestable entre el 

blastocisto y la cavidad uterina (aposición). En el siguiente estadio, se observa adhesión 

estable que ocurre en los días 6 – 7 después de la ovulación (ventana de implantación), se 

incrementan las interacciones físicas entre el blastocisto y el epitelio uterino por medio del 

aumento en la expresión de moléculas como las selectinas, la trofinina, las cadherinas, entre 

otras, cuyo objetivo es favorecer la interacción célula - célula. Inmediatamente después, por 

medio de la secreción de metaloproteinasas y la expresión de sus receptores, adicional a las 

moléculas previamente mencionadas y con la activación de la apoptosis de las células 

endometriales maternas por medio de la vía FASL (Expresado por las células del 

trofoblasto) y FAS (Expresado por las células epiteliales endometriales), el 

sincitiotrofoblasto invade el epitelio uterino (Fukuda et al., 2012; Norwitz et al. , 2001; 

Staun-Ram et al.,, 2005; van den Brule et al., 2005). 

2.3 Aproximaciones para la identificación de genes y mutaciones 

etiológicas de enfermedades monogénicas, poligénicas y multifactoriales 

Las enfermedades de origen genético pueden ser clasificadas como cromosómicas, 

monogénicas, poligénicas y multifactoriales (combinación de factores genéticos y 

ambientales – Enfermedades complejas) (Scriver et al. ,, 1999). La causa de las 

enfermedades cromosómicas, ya fue descrita previamente en el contexto de la etiología del 

AER, por esta razón a continuación se describirán brevemente las enfermedades 

monogénicas y multifactoriales. 

Las enfermedades monogénicas también son denominadas clásicamente como mendelianas 

debido a que su tipo de herencia se fundamenta en las leyes de segregación descritas por 

Mendel. La primera ley de Mendel formula que “el cruce entre dos organismos 

homocigotos para dos alelos en un locus conduce a una descendencia (generación F1) 

genéticamente idéntica, heterocigota para este alelo. No importa cual de los dos 

homocigotos es macho o hembra (Ley de la uniformidad y reciprocidad)”. La segunda ley 
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de Mendel es denominada ley de la segregación y de la pureza de los gametos. “Cuando los 

heterocigotos F1 se cruzan entre ellos, se segregan varios genotipos. La mitad de ellos son 

heterocigotos y un cuarto son homocigotos para cada alelo parental”. En la tercera ley de 

Mendel se describe que “cuando se cruzan dos organismos que difieren en mas de un par de 

genes, cada par de genes se segrega de manera independiente. La proporción de la 

segregación resultante sigue la ley estadística de la segregación independiente” (Voguel & 

Motulsky et al., 2009).  

Las enfermedades monogénicas son causadas por disfunciones (e.g mutaciones) en un 

único gen. Son clasificadas como dominantes cuando hay una mutación en un alelo 

presentando el fenotipo y recesivas cuando la mutación se encuentra en ambos alelos 

presentando el fenotipo. Se han identificado eventos que modifican la herencia mendeliana 

como la penetrancia incompleta, la heterogeneidad genética, la expresividad variable y los 

genes modificadores, entre otros (Voguel & Motulsky et al., 2009). 

Las enfermedades genéticas multifactoriales se definen como patologías en las que se 

presenta el efecto de múltiples genes y variantes, y adicionalmente se evidencia un efecto 

ambiental. Generalmente no existe una segregación alélilca y fenotípica predicha por las 

leyes de Mendel. Ambos factores, genético y ambiental, contribuyen a la expresión del 

fenotipo. En la etiología del AER, en algunos casos esta patología puede ser considerada 

como multifactorial de rasgos cuantitativos (Rowe et al., 2012; Womack et al., 2012). 

Es fundamental identificar los loci asociados a las enfermedades complejas, para 

posteriormente, mediante el mapeo fino de la región cromosómica, poder identificar los 

genes asociados al fenotipo. Se han realizado diversas aproximaciones como por ejemplo, 

los análisis de ligamiento especialmente en familias, los estudios de asociación del genoma 

completo (Genome Wide Association Studies - GWAS) y el mapeo de QTLs (Quantitative 

Trait Loci - QTL) (Rowe et al., 2012; Womack et al., 2012). 

2.3.1 El Análisis de ligamiento  

Esta aproximación se define como la observación de la cosegregación de marcadores 

genéticos que están en desequilibrio de ligamiento con las regiones donde se encuentran los 
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genes asociados a un fenotipo. Los marcadores genéticos se localizan en diferentes 

cromosomas, permitiendo la identificación de una región particular del genoma, loci, donde 

se ubican los genes asociados a un rasgo de interés.  

Se fundamenta en un modelo de herencia de genotipos y fenotipos observados en un 

pedigree. Este es uno de los métodos que permite realizar el mapeo genético mediante la 

obtención de distancias génicas expresadas en unidades de recombinación (centiMorgan – 

cM. Un cM corresponde a un millón de pares de bases en la especie humana) (Lander et al., 

1994; Pulst, 1999; Voguel & Motulsky et al., 2009).  

El desequilibrio de ligamiento (DL) se refiere a la combinación no aleatoria de alelos en 

diferentes loci en un cromosoma, que sucede con una frecuencia mayor a la esperada por el 

azar (Ott et al., 2011; Pulst, 1999). Por ejemplo, alelos que se encuentran en un mismo 

cromosoma, pero en diferentes loci, pueden no cumplir la ley de la segregación 

independiente , tampoco sufrir el proceso de recombinación (observado en las diferentes 

generaciones de las familias estudiadas en el análisis de ligamiento) y ser segregados 

conjuntamente durante el proceso de meiosis. Esto sucede por la cercanía física que hay 

entre ellos. En este caso, estos alelos se encuentran en desequilibrio de ligamiento (Ferreira, 

2004; McEwan et al., 2009; Ott et al., 2011; Pulst, 1999; Voguel & Motulsky et al., 2009).  

La probabilidad de DL es medida mediante la fracción de recombinación en términos 

logarítmicos, también denominada LOD score (Logarithm of the Odds –LOD score). El 

cálculo del LOD score es el logaritmo de la probabilidad de que los loci estén ligados, 

dividido por la probabilidad de que los loci no estén ligados. Por convención, un LOD 

score mayor de 3 evidencia ligamiento cuando se han evaluado entre 100 – 300 marcadores 

genéticos polimórficos. Para realizar el análisis de LOD score es necesario tener variables 

genéticas conocidas, como la penetrancia de la enfermedad, la frecuencia de las variables 

implicadas y una adecuada fenotipificación de los individuos afectados vs los no afectados. 

De lo contrario, el LOD score y por consiguiente el cálculo de la localización del gen 

asociado a la enfermedad, resultarán alterados (Pulst, 1999). 

La genotipificación de los individuos estudiados en los análisis de ligamiento se realiza por 

medio de los marcadores genéticos (polimorfismos que ocurren de manera natural en la 
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secuencia del ADN) como los RFLPs (restriction fragment length polymorphisms – 

RFLPs), los microsatéliltes o STRs (Short Tandem Repeats – STRs) o los SNPs (Single 

Nucleotide Polimorphisms – SNPs). Actualmente los marcadores genéticos más utilizados 

en este tipo de análisis son los STRs y los SNPs. Estos marcadores cumplen con ciertas 

características que permiten su uso en el análisis de ligamiento.  

Los STRs son multialélilcos, esto aumenta la probabilidad de que un individuo sea 

heterocigoto y por lo tanto, se pueda discriminar si el marcador fue heredado del padre o de 

la madre. Sin embargo, factores como la tasa de mutación del marcador pueden influenciar 

el poder de detección de l DL. Los SNPs representan el polimorfismo más frecuente del 

genoma. Son altamente heterocigotos y su detección se puede realizar de forma 

automatizada (Altshuler et al., 2008; Jorde, 2000; Pulst, 1999; Voguel & Motulsky et al., 

2009). 

Se han descrito casos de AER hereditarios, los cuales pueden cursar con un modo de 

herencia autosómico dominante, autosómico recesivo o ligado al cromosoma X.  

Se efectuó un análisis de ligamiento en una familia con 5 generaciones, perteneciente a la 

población Mashhad, en donde se presentaron 9 casos de AER (Shekouhi et al. , 2013). 

Como marcadores genéticos se utilizaron microsatélites (STRs) ubicados en el cromosoma 

X. Se encontró ligamiento con dos STRs, DXS7133 y DXS101 con un LOD Score de 3,12 

y 1,60 respectivamente. 

2.3.2 El estudio de asociación del genoma completo (Genome Wide Association Studies 

- GWAS) 

El GWAS es un estudio de asociación fundamentado en la hipótesis que propone que los 

polimorfismos comunes (clásicamente definidos como aquellos con frecuencia alélica 

mínima, Minor Allele Frequency – MAF, mayor al 1%) pueden contribuir al desarrollo de 

las enfermedades comunes (Altshuler et al., 2008).  En el GWAS se realiza la 

genotipificación de SNPs distribuídos a lo largo del genoma, con el objetivo de encontrar 

variantes genéticas frecuentes relacionadas con un fenotipo o variantes relacionadas con 

rasgos cuantitativos heredables (Hirschhorn et al., 2005).  
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A diferencia de los análisis de ligamiento, en el GWAS se estudian casos y controles no 

emparentados de una población particular. El tamaño de la muestra de estudio, y el número 

de SNPs evaluados, es importante ya que influye en el poder de detección de los 

polimorfismos relacionados con la enfermedad. Adicionalmente, se debe evitar la 

estratificación poblacional en los casos, definida como la presencia de múltiples subgrupos 

en una población que difieren en la prevalencia de la enfermedad. Esto puede conducir a 

una sobrerrepresentación de un subgrupo poblacional en el que la frecuencia del marcador 

genético sea diferente, conduciendo a una falsa asociación (Hirschhorn et al., 2005).  

Un SNP con una frecuencia mayor en casos que en controles se relaciona con el fenotipo de 

estudio. Esta asociación es directa cuando el SNP es la variante implicada con el rasgo, e 

indirecta cuando el SNP se encuentra en desequilibrio de ligamiento con un locus donde se 

localizan los genes asociados (Kraft et al., 2008; Wang et al., 2005). 

En un estudio GWAS realizado en 44 pacientes con AER idiopático y en 44 mujeres sanas 

con al menos un embarazo exitoso y sin antecedentes de aborto, (ambos grupos 

pertenecientes a la población China Han), se utilizaron 400 STRs distribuídos en los 

cromosomas autosómicos y 30 STRs localizados en el cromosoma X (Li et al., 2010). Para 

optimizar la eficiencia del mapeo, se efectuó una aproximación en dos etapas. La primera 

etapa consistió en la generación de un pool de DNA tanto de casos como de controles. En 

esta etapa se identificaron 17 marcadores diferenciales. Posteriormente, se realizó la 

genotipificación individual, en la que se identificaron 3 loc i con una frecuencia alélica y 

una diferencia estadística significativa (p < 0.05) entre los casos y los controles: 6q27 

(D6S446, p = 0.028), 9q33.1 (D9S1776, p = 0.037) y Xp22.11 (DXS1226, p = 0.008). 

Después se realizó un estudio de la función biológica en las bases de datos para los genes 

localizados en estos loci, obteniendo como resultado 6 genes relacionados con procesos 

biológicos del AER: MLLT4, KIF25, TNFSF15, TNFSF8, EIF1AX y RPS6KA3.  

2.3.4 Identificación de loci de rasgos cuantitativos (Quantitative Trait Loci – QTL) 

Un rasgo cuantitativo es el que tiene una variación fenotípica medible (valores discretos o 

contínuos). Algunos rasgos cuantitativos requieren que se sobrepase un umbral para que se 

produzca la expresión del mismo. Este fenómeno es común en las enfermedades complejas. 
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La variación fenotípica de los rasgos cuantitativos se encuentra influenciada por factores 

genéticos y ambientales. Los QTL son regiones cromosómicas asociadas a un fenotipo 

complejo cuantificable (Abiola et al., 2003). 

Los QTL pueden tener un efecto particular dependiendo del contexto, puesto que, pueden 

estar influenciados por el fondo genético, por el ambiente y por el género (macho vs 

hembra). Los efectos dependientes del contexto se pueden clasificar como interacciones 

genotipo – genotipo (epistasis), interacciones genotipo  - ambiente (Genotype by 

Environment Interactions - GEIs) e interacciones genotipo – sexo (Genotype by Sex 

Interactions - GSIs) (Mackay et al., 2009). Las interacciones epistáticas hacen referencia a 

redes que afectan los rasgos complejos, y las GEIs y las GSIs son mecanismos que 

mantienen la variación genética de los rasgos cuantitativos en una población.  

Los QTL pueden ser clasificados de acuerdo a los fundamentos moleculares que modifican 

el rasgo. Por ejemplo, una variante de secuencia en un gen perteneciente a un QTL se 

denomina QTN (Quantitative Trait Nucleotide - QTN), cuando se evalúan los niveles de 

expresión se habla de eQTL (expression Quantitative Loci – eQTL) y la correlación entre el 

nivel de expresión génica y un fenotipo cuantificable hace referencia al QTT (Quantitative 

Trait Transcript – QTT). En los eQTL existen variantes reguladoras de la expresión. Esto 

sucede de dos maneras, en cis cuando la regulación se da en el mismo cromosoma, y 

regulación en trans cuando sucede en un cromosoma diferente (Mackay et al., 2009; Nica 

et al., 2013). 

Existen diferentes técnicas para realizar el mapeo de los QTL: El mapeo de único 

marcador, el mapeo por intervalos, el mapeo por intervalos compuestos y el mapeo de 

rasgos múltiples. En general, una muestra considerable de individuos debe ser recolectada 

para representar el total de la población, y de esta manera obtener un número observable de 

recombinantes y permitir una evaluación rigurosa del rasgo (Doerge, 2002). 

El mapeo de QTL también se puede realizar en poblaciones experimentales (animales y 

plantas) que permiten tener líneas completamente homocigotas, en las que luego de realizar 

varios cruces (backcrosses e intercrosses) se evalúa la magnitud del efecto de l QTL sobre 

un rasgo particular. Existen dos maneras para generar mezclas inter – genoma en las 
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poblaciones experimentales. En animales se denominan las líneas endogámicas 

recombinantes (Recombinant Inbred Strains – RIS), las cuales son las homocigotas y tienen 

en promedio 50% de cada genoma parental, y las líneas congénicas recombinantes 

(Recombinant Congenic Strains – RCS) las cuales solamente tienen una fracción menor del 

genoma “donador” en un genoma “receptor” , como se muestra en la figura 1 (L'Hôte et al., 

2010). 

 

Figura 1. Diferencias en el protocolo de cruce que conduce a la generación de RIS (a), y RCS (b): 

Inicialmente se realiza el cruce de dos líneas homocigotas evolutivamente distantes, generando un 

background genético compuesto (F1). Posteriormente, el fragmento genómico de una línea relativa 

a la otra (Fragmentos rojos) es reducida mediante backcrosses seriados (BC1 y BCn). Finalmente, 

se realizan cruces hermano/hermana para crear líneas homocigotas (N líneas recombinantes 
congénicas). Mediante genotipificación se puede definir la localización de los fragmentos insertados 

en el bakground genético. Figura modificada de L'Hôte et al., 2010. 
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Luego de la generación de las líneas RIS o RCS, se comparan los fenotipos con los 

individuos parentales para evidenciar la variación en el rasgo dependiente de los 

fragmentos del genoma “donante” (L'Hôte et al., 2010). 

Utilizando la línea IRCS (Interespecific Recombinant Congenic Strain – IRCS), generada 

en el Instituto Pasteur (Paris), mediante el cruce de las especies Mus musculus y Mus 

spretus (las líneas IRCS contienen en promedio un 2% de M. spretus en un fondo genético 

de M. musculus), se publicó en 2009 un estudio con el objetivo de identificar QTL 

asociados con el fenotipo de leta lidad y la subsecuente reabsorción embrionaria (Laissue et 

al., 2009). Este fenotipo fué evaluado mediante ultrasonografía de alta frecuencia (desde 

E8.5 hasta E14.5) en hembras IRCS cruzadas con machos C57BL/6J (M. musculus). Se 

identificaron 3 QTL localizados en MMU1, MMU13 y MMU18 (en la línea 66H de IRCS) 

relacionados con el fenotipo. Posteriormente, se realizó el mapeo de los QTL, encontrando 

en la línea 66H-MMU13 31 genes, entre ellos los factores de transcripción Btf3, PolK y 

Foxd1.   

Posteriormente, en el año 2016 se publicó un estudio en el cual se realizó un análisis 

trasncriptómico comparativo entre el endometrio y la placenta, de la línea 66H-MMU13 vs 

la línea C57BL/6J (Laissue et al. , 2016). El análisis del tejido uterino evidenció que el 6.8% 

y el 4.5% de los genes estaban sobre- y sub-expresados, respectivamente. En el tejido 

placentario, el 3.6% de los genes estaban sobre-expresados y el 7.2% estaban sub-

expresados. Adicionalmente, el 2.3% de los genes estaban simultáneamente y 

sistemáticamente sobre-expresados en el útero y sub-expresados en la placenta, 

evidenciando una correlación negativa entre la desregulación de los genes en la placenta 

comparada con la desregulación en el útero. En este mismo estudio, se realizó una 

búsqueda del enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados en la placenta y en 

el útero (utilizando Gene Set Enrichment Analysis - GSEA). En el caso de la placenta, los 

genes sobre-expresados con expresión diferencial hac ían parte de dos procesos biológicos, 

la vía de señalización WNT beta – catenina y la superficie apical. Los genes sub-

expresados con expresión diferencial se identificaron en los procesos de coagulación y 

fosforilación oxidativa. En el útero los genes sobre-expresados enriquecían el proceso 

biológico denominado “células beta del páncreas”. Los genes sub-expresados pertenecían a 
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procesos como la respuesta inflamatoria, la respuesta a interferón gamma, la vía de 

señalización TNFA – NF-kB, la vía de señalización IL2 – STAT5, entre otras. En resumen, 

la línea 66H-MMU13 estaba caracterizada por una fuerte sub-regulación de los genes 

responsables de procesos inflamatorios e inmunes (Laissue et al., 2016). 

Posteriormente , se efectuó un análisis bioinformático con el programa Genomatix, de los 

probables TFBS (Transcription Factor Binding Sites – TFBS) localizados en los 50 

promotores de los genes más significativamente desregulados. El objetivo de este abordaje 

fué identificar TFBS en los que se pudieran unir TFs (Transcription Factors) de origen 

spretus, localizados en el cromosoma 13 de la línea 66H-MMU13. Se encontraron 

sobrerrepresentados los sitios de unión de los factores de transcripción pertenecientes a la 

familia forkhead. La línea 66H-MMU13 sólo contiene un gen que codifica para un factor 

de transcripción de esta familia (Foxd1), lo que hace que sea un candidato para explicar la 

desregulación transcriptómica asociada al fenotipo de reabsorción embrionaria en esta línea 

murina. 

El paso siguiente consistió en secuenciar la región codificante de Foxd1 de 66H-MMU13 y 

de M. spretus. Se evidenciaron 5 variantes no sinónimas. Una de ellas (p.Thr152Ala , con 

una predicción deletérea en la proteína por el programa SIFT), se encontraba en el dominio 

de unión al ADN. Adicionalmente, esta treonina estaba altamente conservada durante la 

evolución de los vertebrados. Luego se realizó un ensayo de gen reportero luciferasa (en 

células COS7 y KGN), para evaluar el efecto funcional de la mutación P.Thr152Ala sobre 

la transactivación de las regiones promotoras de algunos de los genes desregulados en 66H-

MMU13 en la placenta y en el útero: Pgf (placental growth factor – Pgf)  y C3 (M. 

musculus vs M. spretus). Estos genes fueron seleccionados ya que previamente había sido 

descrita su función en el desarrollo adecuado de la implantación embrionaria (Girardi et al., 

2004; Tayade et al., 2007; H. Zhang et al. , 2003). Los resultados obtenidos demostraron 

que la variante en Foxd1 afectaba la transactivación del promotor de Pgf. Por el contrario, 

esta variante no generó resultados diferentes en la transactivación del pormotor de C3 

comparada con el control (Foxd1 WT). 



 18 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el modelo murino y en los ensayos in vitro, se 

realizó la secuenciación de la región codificante de FOXD1 en 556 mujeres con AER y en 

271 con fertilidad normal. Se encontraron 27 variantes: 9 presentes tanto en las paciente 

como en los controles, 18 variantes (10 no sinónimas heterocigotas) únicamente en las 

pacientes, y una variante exclusiva de los controles. Se realizó un test de chi-cuadrado con 

las variantes exclusivas de las pacientes, demostrando un riesgo relativo de 10.3 (IC 95%). 

La significancia estadística se logró con la variante p.Ala429_430insAlaAla (variante 

exclusiva de las pacientes). 

Adicionalmente, se efectuaron ensayos de gen reportero de luciferasa con algunas de las 

variantes encontradas en las pacientes (p.Ala356Gly, p.Ala429_430insAlaAla y 

p.Ile364Met) y la versión WT, sobre los promotores de PGF y C3. Las variantes 

p.Ala356Gly y p.Ala429_430insAlaAla  no activaron el promotor de PGF, mientras que la 

variante p.Ile364Met presentó una transactivación similar a la versión WT. En el caso del 

promotor de C3, la variante p.Ala356Gly no produjo su activación, mientras que las 

variantes p.429AlaAla y p.Ile364Met condujeron a una transactivación de 3 y 6 veces 

mayor, en comparación con FOXD1 WT. 

Finalmente, se propuso que la variante p.Ala429_430insAlaAla de FOXD1 podría ser 

considerada un marcador molecular del AER, y  ser evaluada fácilmente mediante PCR y 

secuenciación de Sanger. 

A pesar de no constituir el tema central de mi tesis contribuí con los análisis 

bioinformáticos del artículo y soy coautora de la publicación (Anexo 1).    

2.3.5 La secuenciación de siguiente generación (Next Generation Sequencing - NGS) 

El AER es una patología compleja, en la que previamente se había evidenciado una 

etiología multigénica. Debido a esto, la identificación a gran escala de las variantes en los 

genes implicados en su fisiopatología es difícil de conseguir mediante métodos de 

secuenciación directa (secuenciación de Sanger). Sin embargo, se ha sugerido que cada 

variante de secuencia encontrada mediante NGS, debería ser confirmada con secuenciación 

de Sanger (Normand et al., 2018).   
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El desarrollo de la tecnología de NGS ha permitido la genotipificación de numerosos genes 

de manera simultánea con una alta resolución, lo que es ideal para el estudio de  

enfermedades como el AER. Mediante NGS se puede realizar secuenciación del genoma 

completo (Whole Genome Sequencing - WGS), secuenciación del exoma completo (Whole 

Exome Sequencing – WES) y secuenciación de un número particular de genes asociados a 

fenotipos específicos (páneles) (Normand et al., 2018). 

Como se mencionó previamente, los GWAS se fundamentan en la identificación de 

variantes comunes asociadas a un fenotipo complejo particular. Sin embargo, estas 

patologías también están influenciadas por variantes genéticas de baja frecuencia (MAF del 

1% al 5%) y variantes raras (MAF menor al 1%). En este caso la hipótesis es , que este tipo 

de variantes, en especial las variantes de las regiones codificantes, tienen un mayor efecto 

en la enfermedad, ya que pueden influir en el funcionamiento proteico (Majewski et al., 

2011).    

En el año 2017 fue publicado un estudio en el que se realizó WES en 49 mujeres caucásicas 

no emparentadas con AER idiopático (43 francesas y 6 colombianas) (Quintero-Ronderos 

et al., 2017). Se identificaron 15944 variantes de secuencia, de las cuales 249 eran nuevas. 

El (51%) de las nuevas inducían un cambio proteico. Todas ellas estaban en estado 

heterocigoto. De estas variantes, 39 se localizaban en residuos conservados evolutivamente. 

Luego, se realizó la confirmación de las variantes mediante secuenciación de Sanger, donde 

se verificaron 27 variantes que adicionalmente estaban relacionadas con la etiología 

molecular del AER. Adicionalmente, estas variantes fueron analizadas con 4 predictores 

bioinformáticos para establecer el potencial efecto deletéreo. 

Uno de los genes identificado en este estudio fue THBD , portador de una mutación 

candidata. Este gen ha sido relacionado con el proceso de la coagulación. En este estudio 

una paciente colombiana presentó la variante c.457T>G (p.Trp153Gly). Todos los 

predictores bioinformáticos fueron positivos para un potencial efecto deletéreo (SIFT, 

PolyPhen, Mutation Taster y Mutpred). 
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2.4 THBD (trombomodulina) 

La trombomodulina es un receptor (proteoglicano) transmembrana, la cual tiene 

propiedades anti-trombogénicas en la supeficie del endotelio vascular. Fue descubierta por 

Emson y Owen en 1981, mientras investigaban sobre el cofactor responsable de la 

activación de la Proteína C mediante la trombina. El gen que codifica para la 

trombomodulina se encuentra localizado en el cromosoma 20 (20p11.21) y es monoexónico 

(1728 pares de bases). La proteína es muy estable y compacta debido a los puentes 

disulfuro que genera en su estructura.  

THBD tiene un péptido señal (aminoácidos 1 – 18), el cual sufre un proceso de clivaje. El 

dominio extracelular de THBD (región N-terminal, aminoácidos 19 – 515), está 

conformado por: un dominio lectina – tipo C (aminoácidos 31 – 169) necesario para la 

endocitosis, participa en la regulación del crecimiento tumoral y regula la función 

endotelial durante la inflamación. Un dominio con 6 repeticiones EGF – like (aminoácidos 

241 – 481) requeridas para la activación de la Proteína C inducida por la trombina. 

Contiene un dominio rico en serina – treonina (aminoácidos 481 – 515), región donde se 

pueden producir glicosilaciones con condroitin sulfato, permitiendo la unión de una 

segunda molécula de trombina. Tiene un dominio transmembrana (aminoácidos 516 – 539), 

y una cola citoplasmática (aminoácidos 540 – 575) (figura 2) (Boffa et al., 1998; Weiler, 

2004). 

 

Figura 2. Esquema de los dominios y las regiones de THBD. Aminoácidos – aa. Figura modificada 

de (Ikezoe et al., 2017). 
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El mecanismo de acción de THBD en el endotelio vascular, en el proceso de coagulación, 

se describe a continuación: la trombina interactúa con THBD a nivel de la membrana 

citoplasmática. La formación del complejo trombina – trombomodulina conduce a la 

activación de la Proteína C quien esta unida a EPCR (endotelial protein c receptor – 

EPCR). La Proteína C activa, junto con la proteína S, realizan el clivaje de los factores V y 

VIII activados, inhibiendo de esta manera la coagulación. 

El complejo THBD – trombina además de inhibir la conversión de fibrinógeno en fibrina, 

también puede activar al inhibidor latente de la fibrinólisis -  TAFI, el cual posteriormente 

va a inhibir la interacción de la fibrina con las enzimas fibrinolíticas mediante la remoción 

de los residuos de lisina. También se ha evidenciado una inactivación de los factores del 

complemento C3a y C5a, osteopontina y bradiquinina, demostrando que TAFI cumple una 

función en la modulación de la inflamación (Morser, 2012; Weiler, 2004). 
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Se han descrito una serie de líneas murinas con deficiencia en la función de Thbd (Weiler, 

2004). Dos de ellas tienen una pérdida completa de la función en estado heterocigoto, ya 

que el ratón mutante homocigoto presentó un fenotipo de letalidad embrionaria temprana. 

Las otras líneas fueron creadas como un knockout (knockout – KO) condicional, en el que 

el alelo puede inactivarse en un tejido específico, o controlarse temporalmente mediante la 

recombinasa Cre. Estas líneas no desarrollaron fenotipo alguno de manera espontánea. 

Existe otra línea que contiene una mutación puntual en Thbd (p.Glu404Pro) (Weiler-

Guettler et al. , 1998), que disminuye de manera significativa la activación de la Proteína C. 

Estos ratones desarrollaron un estado de hipercoagulabilidad. 

Los mecanismos por los cuales los embriones murinos Thbd-/- desarrollaron el fenotipo de 

letalidad embrionaria son los siguientes: primero, la generación de trombina favoreció la 

conversión de fibrinógeno en fibrina, y consecuente producción de los productos de ruptura 

de la fibrina ocasionaron la muerte de las células gigantes del trofoblasto. La 

trombomodulina además de inhibir la coagulación, inhibió la degradación de la fibrina 

favoreciendo la activación de la carboxipeptidasa U plasmática y al inhibidor de la 

fibrinólisis activada por trombina (TAFI). Thbd de esta manera previno la lesión 

placentaria. Segundo, los ratones KO para Thbd mostraron un defecto en el crecimiento no 

relacionado con el fibrinógeno o la fibrina, pero si como resultado del compromiso de los 

receptores activadores de proteasa (Protease Activated Receptors – PAR), PAR-2 y PAR – 

4. Esta situación fue soportada por la evidencia de que la Proteína C activada, activaba a 

PAR-1, y que los embriones con deficiencia de PAR-1 presentaron retardo en el 

crecimiento. Por lo tanto, el complejo trombomodulina – Proteína C se asoció a la 

protección de la integridad placentaria controlando la activación de PAR   (Isermann et al., 

2003).  

Previamente se describieron casos de pacientes con AER idiopático con variantes en genes 

relacionados con el proceso de homeostasis, entre ellos THBD (Cao et al., 2013). La 

paciente del estudio de Quintero – Ronderos et al., 2017, presentó una variante en el 

dominio lectina - tipo C. Este dominio se ha relacionado con la inactivación de la vía 

clásica del complemento y de las lectinas, mostrando inmunomodulación de la 

trombomodulina. Se han identificado dos ligandos que se unen al dominio lectina: la 
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proteína HMGB1 (High Mobility Group Box 1 protein – HMGB1), y el carbohidrato 

Lewis. HMGB1 es una proteína nuclear, de unión al ADN, del tipo no histona. Es una 

alarmina que activa la respuesta inmune innata cuando interactúa con el receptor RAGE 

(Receptor for Advanced Glication Endproducts – RAGE). El dominio lectina de THBD 

actúa como un antagonista de HMGB1, evitando que interactúe con RAGE, y por lo tanto, 

inhibiendo los efectos corriente abajo. Adicionalmente, el dominio lectina inhibe la 

adhesión de los monocitos y los neutrófilos con las células endoteliales (Andersson et al., 

2018; Morser, 2012). 

La tromobomodulina también puede ser internalizada en algunos tipos celulares como las 

células endoteliales y la línea celular A549 (cáncer epitelial de pulmón). Para realizar este 

proceso es necesario el dominio de lectina. No es claro cual es el fin de la internalización de 

la trombomodulina (Morser, 2012). 

En un estudio reciente, también de nuestro equipo, se realizó la secuenciación del ORF del 

THBD en 262 pacientes con AER (233 eran francesas y 23 colombianas). Se encontraron 

dos variantes de tipo missense, c.457T>G (p.Trp153Gly) y c.1418C>T (p.Ala473Val)  

(Quintero-Ronderos et al., 2017). Estas variantes tenían un MAF, en la base de datos de 

SNP de Ensembl, de 0.00 y 0.16, respectivamente. La variante p.Trp153Gly solamente fue 

encontrada en las pacientes colombianas, en estado homocigoto y heterocigoto. Los 

predictores bioinformáticos (SIFT y PolyPhen) establecieron un potencial efecto deletéreo 

en la proteína. Adicionalmente, con esta variante se evidenció una diferencia con 

significancia estadística en las frecuencias alélicas entre casos y controles del mismo origen 

étnico (p = 9 x 10-6). Se considera que esta variante puede ser un marcador molecular 

relevante para el AER en la población colombiana. Debido a que la variante se encuentra en 

el dominio tipo lectina de THBD, se considera que su disfunción se relacione con un 

aumento en la susceptibilidad al desarrollo de procesos inflamatorios y a alteraciones en la 

adhesión trofoblasto – endometrio (Quintero-Ronderos et al., 2017). 

Por último, es importante señalar que numerosas publicaciones del grupo fundamentan y 

complementan los abordajes teóricos y experimentales citados en el trabajo presentado 

(Caburet et al. , 2012; Carlosama et al., 2017; Castro et al., 2013; Diggle et al., 2012; Ducat 
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et al., 2016; Fonseca et al., 2012; Fonseca et al., 2012; Fonseca et al., 2014; Fonseca et al., 

2015; Fonseca et al., 2012; Fonseca et al., 2013; Forero et al., 2016; L'Hôte et al., 2010; 

Laissue, 2015, 2018; Laissue et al., 2009; Laissue et al. , 2009; Laissue et al., 2009; Laissue 

et al., 2016; Laissue et al., 2017; Lakhal et al., 2009, 2010; Lakha l et al. , 2008; Mateus et 

al., 2017; Mitropoulos et al., 2015; Nino et al., 2013; Ojeda et al., 2011; Ortega-Recalde et 

al., 2015; Ortega-Recalde et al., 2013; Ortega-Recalde et al., 2015; Ortega-Recalde et al., 

2016; Ortega-Recalde et al., 2014; Patino et al., 2014; Patino et al. , 2017; Patino et al., 

2017; Patino et al., 2017; Prada et al., 2014; Quintero-Ronderos et al., 2017; Quintero-

Ronderos et al., 2017; Valero-Rubio et al., 2018; Vatin et al., 2014; Vatin et al., 2012) 
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Afecta la localización subcelular de la proteína la variante THBD-p.Trp153Gly? 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto celular de la variante p.Trp153Gly de THBD. 

4.2 Objetivo específico 

Comparar la localización subcelular de la proteína THBD silvestre con respecto a la 

proteína THBD mutante, en el contexto de la línea celular inmortalizada CHO (Chinese 

Hamster Ovary – CHO). 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Análisis de la localización subcelular de THBD 

Se estudió el efecto de la variante p.Trp153Gly sobre la localización subcelular de THBD, 

mediante la expresión de THBD con la proteína GFP (Green Fluorescense Protein – GFP) 

en la línea celular CHO (Chinese Hamster Ovary – CHO). 

5.1.1 Amplificación por PCR de  la región codificante del gen THBD 

La amplificación de la región codificante (Open Reading Frame – ORF) del gen THBD fue 

realizada a partir del DNA genómico de la paciente colombiana (descrita en el estudio de 

Quintero – Ronderos et al., 2017), quien es portadora de la variante heterocigota c.457T>G 

- p.Trp153Gly. Los oligonucleótidos de amplificación fueron diseñados manualmente, 

teniendo como molde la secuencia curada del gen (NM_000361.2), y fueron denominados 

alfa y omega – GFP. Este último tiene una modificación en el codón de parada TGA. Se 

eliminaron los nucleótidos adenina y guanina y se cambió la timina por una adenina. De 

esta manera cuando se realizara el clonaje en el vector de expresión pcDNA3.1/CT-GFP-

TOPO (Invitrogen) el fragmento clonado quedaría en fase con la secuencia codificante del 

gen reportero GFP. Las secuencias de los oligonucleótidos se describen en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Primers de amplificación del ORF de THBD 

Región Secuencia del primer 

ORF THBD (1728 pb) 
HuTHBD -a 5´ATGCTTGGGGTCCTGGTCCTTGG 3  ́

HuTHBD-omGFP 5  ́TGAGTCTCTGCGGCGTCCGCTC 3  ́
 

El ORF de THBD fue amplificado mediante PCR (Polymerase Chain Reaction – PCR). La 

mezcla realizada tenía un volumen final de 25 µl. La mezcla de la reacción estaba 

compuesta por 100ng de ADN, 12.5 µl de Master Mix (Promega) y 0.8 µM de cada uno de 

los primers. Se completó el volumen final con agua libre de nucleasas. Las condiciones de 

la PCR se describen en la tabla 2. 
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Tabla 2. Condiciones de la PCR para la amplificación del ORF de THBD 

Fases de la PCR Duración  Número de ciclos 

Desnaturalización inicial 95°C  10 minutos 1 

Desnaturalización  95°C  40 segundos 

25 Anillamiento 67°C 40 segundos 

Extensión 72°C 2 minutos 

Extensión final 72°C 10 minutos 1 
 

La confirmación de la amplificación fue realizada mediante la electroforesis del producto 

de PCR en un gel de agarosa al 1%, en buffer TBE 1X. Se verificó el tamaño del fragmento 

obtenido por medio de la comparación con el patrón de peso molecular 1kb Plus DNA 

Ladder (Invitrogen). 

5.1.2 Clonaje en vector de  expresión pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO y transformación en 

bacterias E. coli quimiocompetentes (One Shot Top 10 - Invitrogen) 

Se realizó el clonaje del producto de PCR del ORF de THBD en el vector pcDNA3.1/CT-

GFP-TOPO (Invitrogen), el cual es portador del gen de resistencia a la ampicilina. La 

mezcla realizada para el clonaje se describe en la tabla 3. 

Tabla 3. Mezcla del clonaje 

Reactivo Volumen 

Producto de PCR 2 µl 

Solución de sales 1 µl 

Agua estéril 1 µl 

Vector 1 µl 

Volumen final 5 µl 
 

Luego de realizada la mezcla , se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. 

Posteriormente , se realizó el proceso de transformación en las bacterias E. coli  

quimiocompetente (One Shot Top 10 – Invitrogen) de la siguiente forma: primero, se 

agregaron 2 µl del producto de clonaje a un vial de 25 µl de las bacterias 

quimiocompetentes y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Luego, se realizó el choque 
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térmico en el baño serológico, previamente precalentado a 42°C, durante 30 segundos. 

Inmediatamente después el vial fue incubado en hielo durante 2 minutos. Después, se 

agregaron 125 µl del medio revitalizante SOC al vial y se incubó a 37°C durante 1 hora en 

agitación horizontal a 225 rpm (revoluciones por minuto – rpm). 

Se sembraron 80 µl y 100 µl del producto de la transformación en placas con LB agar con 

ampicilina (Luria-Bertani - LB), permitiendo la selección de las bacterias que han sido 

transformadas con el plásmido que les confiere resistencia a este antibiótico. Las placas 

fueron incubadas a 37°C durante 16 horas. A continuación, las colonias fueron cultivadas 

en medio LB líquido con ampicilina a 37°C en agitación (225 rpm) durante 16 horas. 

Luego se realizó la PCR de confirmación del clonaje y de la direccionalidad del inserto, ya 

que debido al sistema que se utilizó algunos de los fragmentos pueden estar clonados en 

sentido 5  ́ - 3´y otros en el sentido contrario. En la tabla 4 se describen los primers 

utilizados para la PCR de colonia y en la tabla 5 las condiciones de la PCR. 

 

Tabla 4. Primers PCR de colonia THBD - GFP 

Región Secuencia del primer 

THBD - GFP (1162 pb) 
T7 Forward 5  ́TAATACGACTCACTATAGGG 3  ́

hu_THBD_e02R 5  ́CAGGTCGTAGTTAGGGTAGCAGT 3  ́  
 

Tabla 5. Condiciones PCR de colonia THBD - GFP 

Fases de la PCR Duración  Número de ciclos 

Desnaturalización inicial 95°C  10 minutos 1 

Desnaturalización  95°C  40 segundos 

30 Anillamiento 57°C 40 segundos 

Extensión 72°C 1 minuto 

Extensión final 72°C 10 minutos 1 
 

La amplificación se verificó por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TBS 

1X, el tamaño del amplicón fue confirmado mediante comparación con el patrón de peso 

molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Finalmente, se extrajo el ADN plasmídico 

de las colonias positivas para el clonaje y fueron enviadas a secuenciación de Sanger para 
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verificar que la Taq polimerasa no haya introducido alguna variante en la secuencia. Los 

primers de secuenciación se encuentran en la tabla 6. 

 

Tabla 6. Primers secuenciación THBD - GFP 

Secuencia del primer 

GFP Reverse 5  ́GGGTAAGCTTTCCGTATGTAGC 3  ́   

hu_THBD_e02R 5  ́CAGGTCGTAGTTAGGGTAGCAGT 3  ́

hu_THBD_e01s3F 5  ́GCTTGCTCATAGGCATCTCCATC 3  ́

hu_THBD_e01s4R 5  ́CTGACTGGCATTGAGGAAGGTC 3  ́

 

Luego de la verificación de la integridad de la secuencia , se realizó extracción de ADN 

plasmídico a partir de midicultivo con el kit Qiagen plasmid midi prep. 

5.1.3 Cultivo celular y transfección 

Las células CHO fueron cultivadas a 37°C con CO2 al 5% en medio DMEM (Dulbecco ś 

Modified Eagle Medium  - DMEM, Thermo Fisher Scientific) suplementado al 10% con 

suero fetal bovino, y al 1% con penicilina/estreptomicina. Se sembraron 40.000 células/ 

pozo sobre laminillas estériles depositadas en la caja de cultivo de 24 pozos. La células 

continuaron en cultivo durante 24 horas.   

Luego de las 24 horas posteriores a la siembra, las células alcanzaron una confluencia 

aproximada del 70%. Se procedió a realizar la transfección de las construcciones (THBD 

WT – GFP y THBD p.Trp153Gly – GFP) con FuGENE 6 Transfection Reagent (Promega). 

Los cálculos de la transfección fueron realizados teniendo como parámetro la relación 1:3, 

entre la cantidad molar de ADN (µg) y el volumen de FuGENE (µl). El medio utilizado 

para la transfección fue optiMEM (Thermo Fisher Scientific), el cual contiene 50% menos 

de suero que el DMEM. Esto favorece la transfección con el reactivo FuGENE. Para cada 

condición se realizaron 6 réplicas (n = 6) en 3 ensayos independientes, como se muestra en 

la tabla 7. Como control negativo se emplearon células CHO no transfectadas (n = 3). 
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Tabla 7. Cálculos para la transfección para 6 réplicas 

Construcción 
Cantidad 

ADN (ng) 

Volumen 

ADN (µl) 
Volumen 

FuGENE (µl) 

Volumen 

OptiMEM (µl) 

THBD WT - GFP 300 7 6.3 161.7 

THBD p.Trp153Gly - 
GFP 300 7 6.3 161.7 

 

Los cálculos fueron realizados con una réplica adicional para garantizar que el volumen 

fuera suficiente teniendo en cuenta posibles errores de pipeteo. De acuerdo a los volúmenes 

obtenidos el protocolo de transfección fue el siguiente: en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se 

mezcló el volumen de OptiMEM (161.7 µl) con el de FuGENE (6.3 µl) y se incubó a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuación, se agregó a la mezcla el ADN (7 

µl) y se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. Durante este último periodo de 

incubación se retiró el medio DMEM suplementado a las células CHO, y se agregaron 600 

µl/pozo de optiMEM previamente precalentado, y se adicionaron 25 µl de la mezcla a cada 

pozo. La caja se dejó en cultivo a 37°C con CO2 al 5% durante 48 horas. 

5.1.4 Fijación de las láminas y ensayo GFP 

Luego de transcurridas 48 horas post – transfección, necesarias para que se realice la 

síntesis proteica, se realizó la fijación y el montaje de las laminillas, de la siguiente manera. 

Se retiró el optiMEM de cada pozo y se realizó un lavado con 500 µl/pozo de PBS 1X 

(Phosphate Buffered Saline  - PBS) durante 5 minutos en agitación suave, se retiró el PBS 

1X de cada pozo y se fijaron las laminillas con 300 µl/pozo de paraformaldehído al 4% 

durante 20 minutos a temperatura ambiente y evitando la expos ición a la luz. 

Posteriormente se retiró el paraformaldehído y se realizaron 3 lavados con 300 µl/pozo de 

PBS 1X. Se retiró el PBS 1X y se agregaron 300 µl/pozo de agua destilada. 

Las laminillas fueron transferidas boca bajo a las láminas portaobjetos, sobre las cuales se 

había agregado previamente 5 µl de medio de montaje Ultra Cruz Mounting Medium 

(Santa Cruz Biotechnology), el cual tiene el marcador fluorescente DAPI para el núcleo 

celular. Las laminillas fueron selladas sobre la lámina porta objetos con esmalte 
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transparente, para evitar deslizamientos durante la visualización en el microscopio de 

fluorescencia. Las láminas fueron almacenadas a 4°C protegidas de la luz. 

La visualización del montaje fue realizada en el microscopio de fluorescencia Nikon 

Eclipse NiE y las imágenes fueron capturadas con la cámara digital fotométrica (Coolnap 

EZ), utilizando el software NIS- Elements Advanced Research (Waltham, MA, USA). Se 

realizaron 3 ensayos independientes, en los cuales se contaron 302 células en total, 151 

células WT y 151 células mutantes. Las categorías fenotípicas establecidas para el conteo 

celular fueron: la presencia o la ausencia de membrana citoplasmática delimitada (MD+ y 

MD-, respectivamente), la presencia o ausencia de agregados – like proteicos perinucleares 

(P+ y P-, respectivamente), la presencia o ausencia de agregados - like citoplasmáticos, y la 

clasificación de los agregados – like en condensados o punteados. 

Se utilizó la prueba de chi – cuadrado como método estadístico para determinar si había 

diferencias con significancia estadística entre las categorías fenotípicas (proteína WT vs la 

proteína mutante).  
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6. RESULTADOS 

6.1 Localización subcelular de THBD 

Mediante la transfección de THBD – GFP en las versiones WT y mutante (p.Trp153Gly), 

en la línea celular CHO, se observaron señales de fluorescencia en el citoplasma y en la 

membrana plasmática (figura 3).   

Figura 3. Transfección de la línea celular CHO con las construcciones THBD WT – GFP y THBD 

p.Trp153Gly – GFP. A – C, células transfectadas con THBD WT – GFP. D – E, células 
transfectadas con THBD p.Trp153Gly – GFP. A y D, tinción con DAPI (azul). B y E tinción con 

GFP. C y F, mezcla de fluorescencias. MD+ y MD-, hace referencia a la presencia o ausencia de la 

membrana plasmática delimitada, respectivamente. P+ y P-, hace referencia a la presencia o 

ausencia de agregados – like proteicos perinucleares, respectivamente. 

 

 

Luego de observar un patrón de localización subcelular diferencial entre las versiones 

transfectadas, se realizó en conteo celular, de 151 células con la proteína WT y 151 células 

con la proteína mutante, observando diferentes fenotipos: presencia o ausencia de la 

membrana plasmática delimitada (MD+ o MD-, respectivamente), presencia o ausencia de 

agregados – like proteicos perinucleares (P+ o P-, respectivamente). En las figuras 4 y 5 se 

incluyen los fenotipos de membrana plasmática delimitada, agregados – like perinucleares, 

sus combinaciones y los conteo celulares (WT y mutante, respectivamente). 
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Figura 4. Fenotipos observados y conteo celular THBD WT – GFP. 

 

 

Figura 5. Fenotipos observados y conteo celular THBD p.Trp153Gly - GFP 

 

 

Se encontró una diferencia con significancia estadística en los fenotipos MD+/P-: WT (116 

células, 77%) y mutante (8 células, 5%), con un valor p < 3.1 10-22. En el fenotipo MD-/P+ 

también se encontró una diferencia con significancia estadística: WT (5 células, 3%) y 

mutante (119 células, 79% células), con un valor p < 8.2 10-25. 
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Estos resultados sugieren que THBD WT – GFP se localizó de manera predominante en la 

membrana plasmática, mientras que, THBD p.Trp153Gly – GFP se ubicó 

perinuclearmente. 
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7. DISCUSIÓN 

En el presente estudio se realizó un análisis comparativo de la localización subcelular entre 

las proteínas WT vs mutante en la línea celular CHO, mediante el marcaje con el gen 

reportero GFP (en el extremo C – Terminal de la proteína). Se establecieron diferentes 

fenotipos a evaluar, se realizó un conteo celular y posteriormente un análisis estadístico 

para determinar si habían diferencias entre los fenotipos evaluados tanto en las células 

transfectadas con la proteína WT y la proteína mutante. Se evidenció que la proteína WT 

tenía una localización predominante en la membrana plasmática, mientras que la proteína 

mutante perinuclearmente. 

La diferencia en la localización subcelular entre las proteínas pudo ser ocasionada por 

varios factores. Uno de ellos es el cambio de un aminoácido aromático por uno pequeño lo 

que podría alterar el plegamiento proteico generando estrés a nivel del retículo 

endoplásmico, y por consiguiente desencadenando la respuesta a las proteínas mal 

plegadas, las cuales inicialmente son retenidas en este organelo y posteriormente son 

degradadas por proteólisis mediada por ubiquitinación (Stolz & Wolf, 2010). Esa retención 

inicial podría explicar la localización perinuclear de la proteína mutante. Otro factor que 

podría afectar la localización subcelular es la co-expresión de la proteína de origen humano 

y la proteína producida de manera endógena por la línea celular (Kremkow et al., 2015). 

Además, se ha demostrado que las líneas celulares sufren modificaciones en procesos como 

el crecimiento celular, la glicólisis, el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, la transcripción, la 

traducción y la glicosilación a medida que van sufriendo pases celulares. Todo esto sucede 

como mecanismo de adaptación para sobrevivir de manera adecuada, y también como 

consecuencia de alteraciones en la expresión genética dependiente de modificaciones 

epigenéticas y alteraciones cromosómicas, entre otras (Beckmann et al. , 2012; Xu et al., 

2017). Estas modificaciones pueden alterar el procesamiento y la localización subcelular de 

las proteínas, generando resultados como los observados en este trabajo.     

La localización diferencial entre las versiones proteicas (WT y mutante) también podría 

estar relacionada con la proteína GFP ubicada en el extremo C - terminal de las mismas. 

Previamente, se han reportado diversos efectos deletéreos en las células que expresan este 
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gen reportero. Por ejemplo, se ha evidenciado alteraciones en el plegamiento proteico, el 

aumento de la expresión de proteínas de shock térmico y de prostaglandinas, la presencia  

de apoptosis en estas células y alteraciones en el perfil transcripcional (Badrian et al., 2007; 

Baens et al., 2006; Coumans et al., 2014; Liu et al., 1999; F. Zhang et al., 2003). De 

acuerdo a lo mencionado previamente, es posible que el procesamiento proteico no se 

realice de la misma manera para las proteínas marcadas con GFP en comparación con las 

proteínas que no están marcadas con una proteína fusión, llevando a una localización 

diferencial en los compartimientos celulares. 
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

La variante c.457T>G (p.Trp153Gly) afecta la localización subcelular de la proteína THBD 

- GFP en el modelo celular CHO, probablemente contribuyendo a que no realice su función 

adecuadamente en la membrana plasmática. Esto puede estar relacionado con el fenotipo de 

AER. 

Para confirmar los resultados obtenidos, se propone lo siguiente: 

 Realizar un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en células CHO, 

utilizando un anticuerpo dirigido contra un tag.  

 Determinar si la proteína mutante está siendo retenida en el retículo endoplásmico 

mediante IFI (marcaje del RE). 

 Evaluar la interacción de THBD (WT vs mutante) con HMGB1 por medio de 

ensayos de interacción proteína – proteína como co-inmunoprecipitación, técnicas 

de microscopia de fluorescencia y de microscopia confocal (Fluorescence Recovery 

After Photobleaching – FRAP y Förster Resonance Energy Transfer – FRET, 

respectivamente).  

 Evaluar la interacción de THBD (WT vs mutante) con el carbohidrato de Lewis 

mediante ensayos de adhesión célula – célula.  

 Realizar un modelo murino knock – in (KI) condicional con la variante p.Trp153Gly 

en Thbd. 
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