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Resumen

Las tubulinopatias comprenden un grupo heterogéneo de trastornos neurolégicos causados por
mutaciones en genes que codifican isoformas de tubulina, proteinas esenciales para la dindmica
de los microtubulos. Entre ellas, el sindrome H-ABC (hipomielinizacion con atrofia del nucleo
basal y cerebelo) se ha asociado principalmente con variantes patogénicas en TUBB4A, el cual
desempeiia un papel crucial en la organizacién estructural y funcional del sistema nervioso
central. En este trabajo se presenta el diagndstico genético de un paciente con fenotipo clinico
sugestivo de H-ABC, complementado con estudios de expresidn génica en células Hela, donde se
evalué la isoforma silvestre (WT) y la variante mutada A302T, descrita en el modelo murino taiep,
caracterizado por defectos en la mielinizacién y alteraciones motoras progresivas. Este enfoque
permitido profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la patogénesis de las
tubulinopatias y aporta evidencia funcional sobre el impacto de mutaciones especificas en

TUBBA4A.

Introduccion
Tubulinopatias

Las tubulinopatias son un grupo de enfermedades neuroldgicas causadas por mutaciones en
genes que codifican isoformas de tubulina. Estas alteraciones genéticas afectan la estructura y
funcién de los microtubulos, ademads de procesos celulares criticos como la migracién neuronal,
la organizacion cortical y el transporte intracelular, lo que conduce a malformaciones cerebrales
complejas y a un amplio espectro de manifestaciones clinicas, que incluyen retraso en el
desarrollo psicomotor, trastornos del movimiento, epilepsia y alteraciones en la mielinizacion del

sistema nervioso central (Gongalves et al., 2018; Maillard et al., 2023).

Este grupo de enfermedades se caracteriza por un espectro clinico y radioldgico diverso, que
incluye lisencefalia, disgenesia del cuerpo calloso, displasia del tronco encefalico y anomalias en

los ganglios basales (Bahi-Buisson et al., 2014).



Tubulinas como unidad estructural de los microtubulos

Las tubulinas son proteinas fundamentales en la arquitectura celular, encargadas de formar los
microtubulos, estructuras dinamicas que participan en procesos esenciales como la divisidn
celular, el transporte intracelular, la migracidn neuronal y el mantenimiento de la forma celular
(Desai and Mitchison, 1997). Existen diversas isoformas de tubulina, entre ellas las alfa y beta,
gue se ensamblan en heterodimeros para formar la red de microtubulos. Segun la literatura
existen nueve tipos de alfa tubulina : TUBA1A, TUBA1B, TUBA1C, TUBA4A, TUBA4B, TUBA3C,
TUBA3D, TUBA3E, TUBA8 y existen nueve tipos de beta tubulinas: TUBB, TUBB1, TUBB2A,
TUBB2B, TUBB3, TUBB4A, TUBB4B, TUBB6 y TUBBS8 (Sferra et al., 2023). Otra isoforma de esta
familia de proteinas es la tubulina gamma (Y’), que aunque no se incorpora directamente en los
microtubulos como las isoformas alfa y beta, desempena un papel crucial en su nucleacidon
(Farache et al., 2018; Kollman et al., 2011; Nick, 2017). Esta isoforma se localiza principalmente
en el centrosoma (Figura 1D), donde forma parte del complejo y-TURC (gamma-tubulin ring
complex), que actia como plantilla estructural para el ensamblaje polarizado de protofilamentos,

iniciando asi la organizacién espacial del citoesqueleto microtubular (Roostalu and Surrey, 2017).

Las tubulinas alfa (a) y beta (B) se combinan en el citoplasma para formar heterodimeros o/,
gue constituyen la unidad fundamental de los microtubulos (Figura 1A). Estos heterodimeros se
ensamblan de manera lineal, dando origen a estructuras llamadas protofilamentos (Figura 1B). A
su vez, trece protofilamentos se organizan lateralmente para formar un cilindro hueco: el
microtubulo (Figura 1C). Esta estructura presenta una polaridad intrinseca, con un extremo
positivo (+) y uno negativo (=) (Figura 1D). El extremo positivo es dinamico y permite un
crecimiento mas rapido, mientras que el extremo negativo suele estar anclado al centrosoma y
muestra una tasa de elongacién mas lenta. Esta polaridad es esencial para la organizacién celular,
el transporte intracelular y la orientacion espacial de los procesos celulares (Desai and Mitchison,

1997).
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Figura 1. Estructura de los microtubulos. (A) Se muestra el heterodimero que formal las proteinas alfa y beta
tubulina. (B) Representacion de un protofilamento que esta formado por diversos dimeros de af tubulina y cada
uno de estos dimeros mide 8 nm. (C) Se muestra que el microtubulo esta formado por 13 protofilamentos y mide 25
nm de didmetro. (D) Se representa la polaridad del microtubulo con los extremos + y -, ademds se representa el
complejo en anillo de y-tubulina. Imagen realizada en Biorender basada en la figura 1 de (Desai and Mitchison, 1997)
y figura 1y 4 de (Roostalu and Surrey, 2017).

El ensamblaje del microtibulo ocurre principalmente en el extremo positivo (+) donde los
heterodimeros se incorporan rdpidamente. Este crecimiento estd impulsado por la uniéon de GTP
a la tubulina B, que estabiliza la estructura. Mientras el extremo positivo mantiene una “capucha
de GTP”, el microtubulo continda elongandose de forma estable, como se muestra en la Figura 2
(Desai and Mitchison, 1997). El extremo negativo (-), por otro lado, suele estar anclado al
centrosoma o al complejo de nucleacion y-tubulina, y muestra una tasa de crecimiento mucho

mas lenta o nula (Kollman et al., 2011b).

El desensamblaje ocurre cuando la tubulina B hidroliza el GTP a GDP, lo que provoca una pérdida
de estabilidad en el extremo positivo. Si la “capucha de GTP” desaparece, el microtubulo entra
en una fase de catastrofe, despolimerizandose rapidamente (Figura 2). Este fendmeno es parte
de la llamada inestabilidad dindamica, que permite a los microtubulos alternar entre fases de

crecimiento y acortamiento (Mitchison and Kirschner, 1984).
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Figura 2. Representacion del ensamblaje dindmico de microtubulos. Los heterodimeros de tubulina o/B se
incorporan preferentemente en el extremo positivo (+), promoviendo el crecimiento. La hidrdlisis de GTP en la
tubulina B desencadena la desestabilizacion del extremo, lo que conduce a la despolimerizacion o catastrofe
estructural. Imagen recuperada de (Chen et al., 2017).

La relevancia funcional de las tubulinas en la organizacién celular y en procesos como la
migracion neuronal, el transporte intracelular y la divisién celular ha quedado ampliamente
establecida. Sin embargo, en afios recientes, se ha evidenciado que las mutaciones en los genes
gue codifican estas proteinas pueden alterar la dindmica de los microtubulos y desencadenar un
conjunto diverso de enfermedades genéticas, conocidas como tubulinopatias (Bahi-Buisson et

al., 2014).

Las variantes patogénicas se han identificado en genes como TUBB4A, TUBA1A, TUBB2B, TUBB3,
TUBB2A, TUBB5 y TUBAS8, cada uno asociado a fenotipos especificos, aunque con solapamientos
clinicos significativos. (Bahi-Buisson and Maillard, 2016; Goncalves et al., 2018). A continuacion,

se presenta la lista de genes en los que sus variantes se han asociado con alguna tubulinopatia:



TUBA1A: Se asocia con lissencefalia, una malformacion cortical grave caracterizada por la
pérdida de pliegues y surcos, que da lugar a un cerebro anormalmente liso (Hebebrand

etal.,, 2019) .

TUBB2A: Se vincula con trastornos del neurodesarrollo, que comuinmente incluyen
epilepsia de inicio temprano y diversas formas de malformaciones del desarrollo cortical

(MCD) (Cai et al., 2020).

TUBB2B: Variantes en este gen han sido relacionadas con polimicrogiria, una condicion
definida por la presencia de numerosos pliegues corticales pequefios e irregulares, que

alteran la organizacién normal de la corteza cerebral (Schroter et al., 2021).

TUBB3: Mutaciones en esta regiéon provoca la fibrosis congénita de los musculos
extraoculares tipo 3 (CFEOM3), un trastorno caracterizado por restriccién severa del
movimiento ocular, asociado frecuentemente con discapacidad intelectual, debilidad
motora de las extremidades y neuropatia periférica progresiva (Sibello Deustua et al.,

2022).

TUBB5: Se ha descrito que las mutaciones en este gen generan principalmente
microcefalia congénita, acompanada de diversas alteraciones estructurales del sistema

nervioso central (Ngo et al., 2014).

TUBG1: Relacionado principalmente con lissencefalia asociada a microcefalia y epilepsia
de inicio temprano, con patrones tipicos de afectacién cortical posterior (Poirier et al.,

2013).

TUBBA4A: Se ha descrito que mutaciones en este gen pueden provocar distonia aislada
tipo 4 (DYT4) o Hipomielinizacion con Atrofia de los ganglios Basales y el Cerebelo (H-ABC)
(Krajka et al., 2022).

TUBAS: finalmente, se considerd este gen por su asociacién con un fenotipo que incluye
polimicrogiria bilateral, disgenesia del cuerpo calloso e hipoplasia del nervio éptico, todo

ello resultado de defectos en la organizacion y migracion cortical (Abdollahi et al., 2009).



El diagndstico de las tubulinopatias requiere una correlacién rigurosa entre los hallazgos
genéticos y las imagenes obtenidas mediante resonancia magnética, lo cual permite una
clasificacién mas precisa y una comprensién mas profunda de los mecanismos moleculares
implicados. En este contexto, las tubulinopatias se destacan como un modelo relevante para el
estudio funcional de los microtubulos en el desarrollo cerebral humano. El presente trabajo se
enfoca en el analisis de mutaciones en TUBB4A, dada su implicacion critica en un subgrupo
especifico de tubulinopatias, particularmente aquellas asociadas con alteraciones en los procesos

de mielinizacién y en la organizacion estructural del cerebro.

TUBB4A

El gen TUBB4A estd ubicado en el cromosoma 19p13.3, tiene una longitud de aproximadamente
2,300 nucledtidos y 444 aminodacidos (Weizmann Institute of Science, s.f). Codifica para la
proteina tubulina beta 4A, una subunidad estructural fundamental de los microtubulos vy
presenta una expresion predominante en el sistema nervioso central, particularmente en
oligodendrocitos, células responsables de la mielinizacidon axonal (Curiel et al., 2017; Duncan et
al., 2017; Nave, 2010). Los oligodendrocitos tienen la funcidn de formar la vaina de mielina que
rodea a los axones, la mielina sirve como una capa aislante para que los impulsos eléctricos

puedan transportarse de forma rapida y eficaz a lo largo del axén (Figura 3).
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Figura 3. Funcion de los oligodendrocitos. El oligodendrocito (azul) forma la vaina de mielina que envuelve el axén
(rojo), facilitando la conduccidn rapida de impulsos eléctricos. Los nodos de Ranvier interrumpen la mielina en
intervalos regulares, permitiendo la propagacion del potencial de accion. En el interior del axén, los microtubulos y
microfilamentos constituyen el citoesqueleto, proporcionando soporte estructural y vias para el transporte
intracelular de organelos y vesiculas. Imagen recuperada de: https://www.simplypsychology.org/myelin-
sheath.html.

La tubulina B-4A participa activamente en la dindmica de los microtubulos y su expresién se
incrementa durante el desarrollo postnatal, coincidiendo con la maduracién de los
oligodendrocitos y el inicio de la mielinizacion (Kuhn et al., 2019). Estudios recientes han
demostrado que ciertas mutaciones en TUBB4A pueden alterar la estabilidad de los
microtubulos, provocando su acumulacién anormal y asocidndose con procesos de

hipomielinizacion en el sistema nervioso central (Duncan et al., 2017).

Diversas variantes genéticas en el gen TUBB4A han sido asociadas con trastornos
neurodegenerativos, entre ellos la distonia aislada tipo 4 (DYT4) y la hipomielinizacién con atrofia
de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC) (Curiel et al., 2017; Krajka et al., 2022). No obstante,
los mecanismos moleculares precisos que vinculan estas mutaciones con la manifestacion clinica

de dichas enfermedades alin no se comprenden por completo.
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En particular, la hipomielinizaciéon con atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC)
representa una de las entidades clinicas mads relevantes asociadas a mutaciones en TUBB4A,
debido a su fenotipo caracteristico y progresivo, asi como a su impacto funcional en el sistema
nervioso central. Esta enfermedad constituye el foco principal del presente trabajo, dado que su
estudio permite explorar de manera mas profunda la relacién entre alteraciones genéticas
especificas, las manifestaciones clinicas y los mecanismos celulares que afectan la mielinizacion
y la arquitectura cerebral. A continuacidn, se describe en detalle el cuadro clinico, los hallazgos
imagenoldgicos y las bases genéticas que definen a H-ABC como un modelo paradigmatico dentro

del espectro de las tubulinopatias.

H-ABC

La Hipomielinizacién con Atrofia de los Ganglios Basales y el Cerebelo (H-ABC) es una enfermedad
neurodegenerativa poco frecuente, recientemente caracterizada, cuyo origen genético se ha
vinculado a mutaciones en TUBB4A (Simons et al., 2013). Existen diversas mutaciones que
resultan en el fenotipo de H-ABC, en la Figura 4 se muestra una representacion de las regiones
principales de TUBB4A y de sus variantes patogénicas humanas descritas en la literatura. Entre
ellas se encuentra resaltada la mutacién Asp249Asn que es la de mayor prevalencia en los
pacientes y ademads fue la variante encontrada en el primer paciente identificado en México con

H-ABC por nuestro grupo de investigacién (Lopez-Juarez et al., 2021).
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Figura 4. Representacion esquematica de la proteina TUBB4A. Se muestran las regiones N-terminal (azul),
intermedia (rojo) y C-terminal (verde), junto con las mutaciones asociadas a la enfermedad H-ABC. Las etiquetas
indican sustituciones de aminoacidos especificas (por ejemplo, p.Arg2Gly), distribuidas a lo largo de la secuencia
proteica. La mutacion p.Asp249Asn, destacada en 6valo verde, ha sido identificada como una de las variantes
patogénicas con mayor prevalencia en pacientes con H-ABC. Imagen elaborada por el grupo de investigacion de la
Dra. Valeria Piazza del Centro de Investigaciones en Optica.

Las variantes patogénicas en TUBB4A alteran procesos fundamentales en la célula como la
dindmica de los microtubulos, la organizacidon citoesquelética y el transporte intracelular,
afectando directamente la mielinizacién y comprometiendo la integridad estructural y funcional
del sistema nervioso central, lo que se traduce en el fenotipo clinico observado en los pacientes

con H-ABC (Simons et al., 2013; Van Der Knaap et al., 2002).

Desde la infancia temprana, los pacientes con H-ABC comienzan a mostrar signos clinicos como
retrasos en el desarrollo motor, espasticidad, distonia progresiva, ataxia cerebelosa y episodios
de epilepsia (Hamilton et al., 2014). Aunque el curso de la enfermedad suele ser degenerativo,
existe una considerable variabilidad en la forma en que se manifiesta en cada individuo, lo que
complica su diagndstico y seguimiento. Estos signos corresponden con alteraciones estructurales
observadas mediante resonancia magnética, donde se evidencia una hipomielinizaciéon difusa
junto con atrofia en el cerebelo, los ganglios basales y otras estructuras cerebelosas (Alata et al.,

2021; Van Der Knaap et al., 2002), como se muestra en la Figura 5.
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Paciente sano (12 anos) Paciente H-ABC (11 afios)

Figura 5. Comparacion de imagenes por resonancia magnética de un paciente sano y un paciente con H-ABC. (A)
Se observa una arquitectura cerebral tipica en un nifio de 12 afios. (B) Correspondiente a un paciente de 11 afios
con H-ABC, se evidencian alteraciones estructurales caracteristicas, incluyendo hipomielinizacion difusa, atrofia del
cuerpo calloso (flecha cian) y del cerebelo (flecha magenta). Imagenes extraidas de (Chakraborti et al., 2016) y (Alata
etal., 2021).

La rareza de esta enfermedad, junto con su presentacién clinica y genética compleja, representa
un desafio diagndstico y terapéutico, pero a pesar de esto, se ha logrado tener un avance
significativo gracias a los modelos animales que replican aspectos clave de la fisiopatologia
observada en humanos. En este trabajo nos centraremos en describir uno de los modelos de

estudio de H-ABC, la rata taiep.

Modelo taiep

La rata taiep (acronimo de Temblor, Ataxia, Inmovilidad, Epilepsia, Paralisis) ha emergido como
un modelo espontaneo y altamente relevante para el estudio de los mecanismos celulares y
moleculares implicados en H-ABC (Lopez-Juarez et al., 2021). Esta rata presenta una mutacién en
el mismo gen de los pacientes humanos, TUBB4A, donde existe un cambio de una alanina por

una treonina en la posicién 302 (A302T) (Garduno-Robles et al., 2020).
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La rata taiep exhibe una reduccidn significativa en la mielina del SNC, particularmente en las vias
espinales, cerebelosas y telencefdlicas, asi como alteraciones en los oligodendrocitos, donde
presentan una abundancia anormal de microtubulos que se organizan en forma de cumulos
lineales y pueden encontrarse cerca del reticulo endoplasmico y la envoltura externa del nucleo
(Figura 6), esta alteracién en la estructura de los microtubulos compromete la capacidad de los
oligodendrocitos para llevar a cabo y mantener el proceso de mielinizacién (Duncan et al., 2017,
1992). Estas caracteristicas hacen de taiep un modelo valioso para investigar la progresion de la

desmielinizacién y los procesos degenerativos asociados.

Figura 6. Acumulacion de microtubulos en axones mielinizados en tejido nervioso de rata taiep. La imagen
ampliada del area sefialada (flecha) permite observar con mayor detalle la acumulacién anormal de microttbulos
(recuadro), lo cual podria estar relacionado con alteraciones en la mielinizacién. Imagen recuperada de (Duncan et
al., 2017)

15



Desde el punto de vista conductual, esta cepa muestra un fenotipo complejo que incluye temblor
postural, ataxia, episodios de inmovilidad y crisis epilépticas, lo que permite correlacionar la
progresion del dafio estructural con manifestaciones clinicas observables. Estas manifestaciones
neuroldgicas han permitido emplear el modelo taiep en estudios preclinicos para terapias
génicas, posicionandolo como una herramienta experimental robusta para el abordaje de

patologias como H-ABC (Alata et al., 2021; Garduno-Robles et al., 2020).

Importancia de diagndstico genético en pacientes con H-ABC

En las dltimas décadas, el diagndstico molecular ha revolucionado la forma en que se identifican
y clasifican las enfermedades neuroldgicas poco comunes, particularmente aquellas con
manifestaciones clinicas heterogéneas como H-ABC. Esta enfermedad presenta un espectro
clinico que puede solaparse con otras leucoencefalopatias, lo que dificulta su diagndstico

Unicamente a partir de criterios clinicos y hallazgos radioldgicos

La incorporacion de herramientas de secuenciacién genética, como el exoma clinico, ha
permitido detectar variantes patogénicas especificas que confirman el diagndstico. En este
contexto, la identificacién de mutaciones no solo valida la sospecha clinica, sino que también
proporciona informacién crucial para el pronéstico del paciente, la toma de decisiones
terapéuticas y el asesoramiento genético familiar. Esta precisién diagndstica es especialmente
relevante en enfermedades neurodegenerativas de inicio temprano, donde el curso clinico puede

ser progresivo y severo.

La primera parte de este trabajo presenta el proceso y los resultados de un diagndstico genético
realizado a un paciente de 7 afos, cuyos signos clinicos, junto con los hallazgos obtenidos
mediante estudios de resonancia magnética, permitieron establecer un diagndstico clinico
altamente sugestivo de H-ABC. El estudio molecular mediante la identificacion de una variante
en el gen TUBB4A permitié aportar informacidn relevante para el manejo clinico y genético del

Caso.

La segunda parte este proyecto consistié en abundar en el conocimiento de los procesos

fisiopatogénicos que se presentan en esta enfermedad. El estudio de mutaciones patoldgicas en
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sistemas celulares representa una herramienta fundamental para comprender esos procesos. Las
células cultivadas in vitro permiten observar de manera controlada cémo una variante especifica,
como por ejemplo A302T, afecta la organizacién del citoesqueleto, la dindmica de los
microtubulos y la funcion celular. Este enfoque experimental proporciona una ventana directa
hacia los efectos celulares de mutaciones puntuales, que en modelos animales o humanos

pueden estar enmascarados por la complejidad del entorno fisioldgico.

Para abordar esto, se utilizd un sistema de transfeccién en células Hela para comparar la
expresion y distribucién de la proteina TUBB4A mutada (A302T) frente a su forma silvestre,
empleando un marcador fluorescente (GFP). Esta estrategia permitié visualizar alteraciones en
la funcidn celular, lo cual nos proporciona informacion sobre su implicacion funcional observada
en pacientes con H-ABC. El andlisis celular complementa el diagndstico genético fortaleciendo la

comprensién de los procesos celulares implicados en esta tubulinopatia.

Hipotesis

La identificacién de una variante patogénica en TUBB4A de un paciente con diagndstico clinico
sugestivo de H-ABC confirmarad el diagnéstico de tubulinopatia. Por otro lado, la mutacién A302T
afectara la viabilidad celular y la eficiencia de transfeccién en comparacién con la forma silvestre

de TUBB4A.

Objetivo General

Complementar el diagndstico genético de un paciente con sospecha clinica de H-ABC a través de
la identificacién molecular de variantes patogénicas. Analizar la viabilidad celular y la eficiencia
de transfeccidn en células transfectadas con la variante A302T en TUBB4A, como paso inicial para

la caracterizaciéon funcional de sus efectos.
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Objetivos especificos

a) lIdentificar variantes en TUBB4A mediante técnicas de secuenciacién genética en un

paciente con diagndstico clinico presuntivo de H-ABC.

b) Identificar variantes genéticas en genes asociados a tubulinopatias mediante el analisis

del exoma completo del paciente, con el fin de contribuir al diagndstico molecular.

c) Establecer paradmetros experimentales 6ptimos para la transfecciéon de TUBB4A-WT-GFP,

TUBB4A-A302T-GFP y pAC Y-actin

d) Cuantificar la viabilidad celular posterior a la transfeccidon y determinar el porcentaje de

células transfectadas en los diferentes grupos experimentales.
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Materiales y métodos

Presentacion del caso

Paciente masculino de 7 aflos que presenta retraso en la adquisicién de hitos del desarrollo e
hipertonia generalizada detectada desde los 7 meses. La exploracién fisica muestra ataxia,
posturas distdnicas en las extremidades, temblor de accién y deterioro motor. No existen
antecedentes de enfermedades neurolégicas en la familia. Se realiza estudio de resonancia
magnética nuclear la cual muestra atrofia del cuerpo calloso y de los ganglios basales, paquigiria,
licencefalia y compromiso de las fibras en U. No se observa atrofia cerebelosa. Con base en los
datos clinicos y los resultados de la resonancia se establece el diagndstico presuntivo de H-ABC.

Se realizé un asentimiento informado para el paciente que fue aprobado con la firma del padre.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para confirmar el diagndstico genético, se llevd a cabo una amplificacion del gen TUBB4A
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), empleando ADN gendmico
purificado (64 ng/ul) extraido de una muestra de saliva del paciente mediante el kit Oragene
OG500 (DNA Genotek, Canada), quien presentaba manifestaciones clinicas compatibles con H-

ABC.

Considerando que TUBB4A consta de cinco exones, se decidié amplificar el gen en cuatro
fragmentos independientes (Figura 7A), con la finalidad de reducir los errores de replicacion
generados por la polimerasa y asegurar una mayor fidelidad en la amplificacion. Para ello, se
realizaron reacciones de PCR con un volumen total de 200 pl; ademas se utilizaron dos enzimas
distintas: Crystal Tag Master 2x (Jena Bioscience, Cat. No. PCR-166S) para el fragmento 2 y Hot
Start Taq 2x Master Mix (Accuris, Cat. No. 20586AC104) para los fragmentos 1,3 y 4.

Los volumenes especificos de cada componente y los programas de amplificacion utilizados en el

termociclador para cada uno de los fragmentos se detallan en la Figura 7B.
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A) T Tvesaa [TITITTI
4= 4= 4=
— Exon1 — Exon2 }—— Exon3 }—{ Exon4 }—| Exon 5
b "t _|_ R, s _|
Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 3 | i—'l;ragmento 4 |
690 pb 422pb 674 pb 562 pb
B) Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 3 Fragmento 4
Primer tcgcggttactgcaaggatt Primer ccggctteccctetcteaa Primer £agagacagagtcaaggatisg Primer BBEcagccagcagtacc
Fw_1 Fw 2 Fw 3 Fw 4
Primer aaagactcccaggtigegg Primer aggaggttttccagectetg Primer tcgaacatctgctgggteag Primer gcggatcaaaggtcagaage
Rv_1 Rv 2 Rv 3 Rv 4
35x 0% 35x 30x
95°C | 95°C 95°Cc | ®s5°C 95°c | a5°c 95°c | ss°c
- 72°C | 72°C 720¢ | 72°C 7200 | 72°C 720¢ | 72°C
3min | 30sec 57°C pyry 1min | 30sec 609G R———— 3min | 30sec s50C S—— 3min | 30sec s509C ———
30 sec 30 sec 30 sec 30 sec

Reactivo Volumen Reactivo Volumen Reactivo Volumen Reactivo Volumen

Hot Start Tag 2x 100 pl Crystal Taq 2x 100 pl Hot Star Tag 2x 100 pl Hot Star Taq 2x 100 pl

ADN 5pl ADN Spl ADN 5l ADN Sul

Primer Fw sul Primer Fw 4yl Primer Fw spl Primer Fw apl

Primer Rv 8pl Primer Rv 4l Primer Ry, 8l Primer Rv. 8ul

Agua 79 pl Agua 87 pl Agua 79 ul Agua 79 pl

Figura 7. Disefio y condiciones para la amplificacién de TUBB4A del paciente. A) Disefio de la amplificacién de cinco
exones de TUBB4A en cuatro fragmentos. B) Se muestra la secuencia nucleotidica de los oligos utilizados, las
condiciones en el termociclador y los volumenes para la PCR de cada fragmento.

Gel de electroforesis

Para que las bandas fueran separadas correctamente y purificar el fragmento del tamafio de
interés, se realizaron geles de agarosa al 1% y se corrieron a 100 V por 50 min. Las bandas se
purificaron con el kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen, 28704) y se utilizé el marcador 1kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen, Cat.No. 10787018).

Cuantificacion de muestras

Con el motivo de obtener la cantidad y calidad adecuada de ADN para secuenciacién, todas las
muestras de PCR purificadas fueron cuantificadas mediante espectrofotometria utilizando
cubetas de cuarzo de 100 pl de capacidad. Para cada medicién, se prepard una dilucién
compuesta por 2 ul de ADN y 98 ul de agua libre de nucleasas. Las lecturas se realizaron en un
espectrofotdmetro con el rango de longitud de onda de 230 nm a 290 nm, con especial atencién

a las absorbancias a 260 nm y 280 nm, utilizadas para calcular la pureza y concentracion del ADN.
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Secuenciacion de muestras de PCR

Con la finalidad de analizar la secuencia de TUBB4A del paciente, los fragmentos de ADN de
TUBB4A obtenidos mediante PCR, se enviaron para secuenciacién Sanger al Instituto de

Biotecnologia (IBT-UNAM) en Cuernavaca, Morelos.

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas obtenidas contra la secuencia TUBB4A original
(NM_001289127.2) se muestra en la Figura 8. Los alineamientos se realizaron con la herramienta

Clustal Omega, disponible en la plataforma del European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI).

FG1_RV_IBT GTCTCCGCCGCATCTTCCACCCTCRCCGCCGCCGCARCTC
(A) | TUBB4A_ORIGINAL GTCTCCGCCGCATCTTCCACCCTCGCCGCCGCCGCAGCTC
FG1_FW_IBT GTCTCCGCCGCATCTTCCACCCTCGCCGCCGCCGCAGCTCI
FG2_RV_IBT TCGACCCCACAGGCACATACCATGGGGACAGTGACCTGCA
(B) | TUBB4A_ORIGINAL TCGACCCCACAGGCACATACCATGGGGACAGTGACCTGCA
FG2_FW_IBT TCGACCCCACAGGCACATACCATGGGGACAGTGACCTGCA
FG3_RV_IBT GGACGCTGTCCTGGACGTAGTCCGGAAGGAGGCCGAGAGC
(C) | TUBB4A_ORIGINAL GGACGCTGTCCTGGACGTAGTCCGGAAGGAGGCCGAGAGC
FG3_FW_IBT GGACGCTGTCCTGGACGTAGTCCGGAAGGAGGCCGAGAGC
FG4_FW_IBT CCAGGAGCTGTTCAAGTGCATCTCAGAACAGTTCACGGCC
(D) |TUBB4A_ORIGINAL CCAGGAGCTGTTCAAGCGCATCTCCGAGCAGTTCACGGCC
FGA_RV_IBT CCAGGAGCTGTTCAAGCGCATCTCCGAGCAGTTCTCGGCC

Figura 8. Alineamiento de la secuencia de TUBB4A del paciente. Se muestra la secuencia de TUBB4A original
alineada con la secuencia del paciente del fragmento (A), fragmento 2 (B), fragmento 3 (C) y fragmento 4 (D).
Alineamiento obtenido en Clustal Omega.

Secuenciacion del exoma

Dada la posibilidad de un diagndstico alternativo, se analizaron otros genes relacionados con
tubulinopatias. Para ello, se decidié secuenciar el exoma completo del paciente, lo que nos
permite un diagnodstico mas preciso. La muestra de ADN fue enviada a la empresa Macrogen
(Corea del Sur) para la secuenciacion completa del exoma (Whole Exome Sequencing, WES). El
analisis de los archivos generados se llevd a cabo mediante el programa Integrative Genomics
Viewer (IGV). Esta herramienta permite la visualizacién simultanea del genoma de referencia y

las lecturas obtenidas, facilitando la busqueda de variantes genéticas.
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La region de principal interés fue el gen TUBB4A; sin embargo, también se examinaron otros
genes pertenecientes a la familia de las tubulinas (TUBA1A, TUBB2A, TUBB2B, TUBB3B, TUBBS,
TUBG1 y TUBAS). Se analizaron también algunos otros genes involucrados en enfermedades del
sistema nervioso como posibles diagndsticos diferenciales, como las conexinas (Cx: 36, 30, 47,
29, 43, 32, 45, 26) debido a su asociacidn con tubulinopatias y trastornos del sistema nervioso

central respectivamente.

Cultivo Celular

En busca del estudio de los efectos de las mutaciones en TUBB4A, utilizamos cultivos celulares,

para evaluar de manera controlada la variante A302T sobre la viabilidad celular.

En nuestros experimentos se utilizd la linea celular Hela debido a su elevada eficiencia de
transfeccion y a su perfil de expresién génica compatible con nuestros objetivos. De acuerdo con
el Human Protein Atlas, esta linea celular presenta un nivel de transcripcién de TUBB4A de 43.1
nTPM, lo que la hace adecuada para estudios que requieren una expresion constitutiva de esta
isoforma de tubulina (“The Human Protein Atlas,” 2025). Para el mantenimiento del cultivo
celular usamos Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) suplementado con 100 pg/ml de

penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina y suero fetal bovino a una concentracion final de 10%.

Plasmidos

Dado que la enfermedad H-ABC es causada por mutaciones en el gen TUBB4A, que codifica para
la tubulina beta IV, el uso de plasmidos que expresan tanto la forma silvestre como mutante de
este gen permite estudiar los efectos funcionales de dichas mutaciones en un sistema celular
controlado. En este proyecto se empled el plasmido beta IV Tubulin [NM_006087] de la empresa
OriGene (Cat. No. RC203945) que expresa la forma silvestre de TUBB4A al cual nombraremos a
lo largo de este trabajo como TUBB4A-WT-GFP. Este se compard con un plasmido con la misma

arquitectura pero que incorpora la mutacion A302T al cual nombramos TUBB4A-A302T-GFP.

El plasmido beta IV Tubulin contiene la secuencia codificante de TUBB4A correspondiente al
Human Tagged ORF, fusionada a una proteina fluorescente verde (tGFP) en su extremo (Figura

9A), lo que permite su identificacion mediante microscopia de fluorescencia. El pldasmido que
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denominamos TUBB4A-A302T-GFP(Figura 9B), contiene la mutacion A302T previamente descrita
en el modelo murino taiep (Duncan et al., 1992; Garduno-Robles et al., 2020). Este constructo se
obtuvo por medio de mutagénesis haciendo un cambio puntual de nucleétido de G>A en la
posicién 1930 en la secuencia de TUBB4A (NM_006087) y fue una generosa donacién del equipo

de investigacion de la Dra. llane Hernandez de la ENES UNAM unidad Ledn.
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Figura 9. Mapas de los plasmidos TUBB4A-WT-GFP y TUBB4A-A302T-GFP. Se muestran que el gen reportero
TurboGFP ( ) se encuentra aguas abajo del ORF de TUBB4A ( ) en ambos constructos. Ademas, portan el gen
para la resistencia a la ampicilina en E.coli y para neomicina para seleccion de células mamiferas ( ). (A)
Se muestra el mapa del plasmido original sin mutaciones en TUBB4A. (B) Plasmido con la mutacion A302T, se resalta
en el cambio de nucledtido con la letra en color rojo.

Como plasmido control se utilizé el plasmido iGFP-gamma-actin de la empresa Addgene (cat.No
231554) el cual codifica para la proteina ACTG1 humana fusionada de manera interna con
msfGFP. Esta construccion permite la visualizacion directa de los filamentos de actina mediante

microscopia de fluorescencia, sin interferir significativamente con su funcién nativa.

Transfeccion

Con el fin de comparar el efecto de TUBB4A WT contra el efecto de la tubulina mutada (A302T)
sobre la viabilidad celular, se llevd a cabo la transfeccion de células Hela con los plasmidos
previamente descritos, utilizando Lipofectamine™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Cat. No.

11668019). Se definieron tres grupos experimentales: 1) un grupo transfectado con el plasmido
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TUBB4A.WT-GFP, 2) un grupo con el pldsmido mutante TUBB4A-A302T-GFP, y 3) un grupo control

transfectado con el plasmido gamma actin.

El protocolo de transfeccién fue el siguiente: en placas de cultivo de 6 pozos, se colocaron dos
cubreobjetos de vidrio estériles por pozo y se sembraron 250,000 células Hela por pozo en medio
DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) y antibidticos. Las células se incubaron a 37 °C

con 5 % de CO, durante 24 horas para permitir su adhesion y proliferacién.

Para la preparaciéon del complejo lipofectamina-ADN, en dos tubos Eppendorf de 1.5 ml, se
anadieron 50 pl de DMEM sin suero ni antibidticos, en uno de los tubos se incorporaron 3 pl de
Lipofectamine 2000, mientras que en el segundo se agregaron 3 pug de ADN plasmidico. Ambas
soluciones se incubaron por separado durante 3 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se
mezclaron cuidadosamente mediante pipeteo suave. La mezcla resultante se incubd durante 25

minutos a temperatura ambiente para permitir la formacién de complejos lipoplexos.

Transcurrido este tiempo, se retird el medio de cultivo de los pozos y se reemplazé por 1 ml de
DMEM simple (sin SFB ni antibidticos). A continuacién, se afiadié la mezcla de lipofectamina-ADN
a cada pozo, se homogenizé cuidadosamente y las células se incubaron durante 12 horas a 37 °C

con 5 % de CO,.

Al cabo de este tiempo, el medio de transfeccidén se sustituyé por DMEM suplementado vy las
células se incubaron durante 24 horas adicionales a 37 °C con 5% de CO,, para permitir la

expresion de los constructos plasmidicos.

Tincion con DAPI

Para poder identificar y observar las células de nuestro cultivo, se utilizé la tincién con DAPI. El
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) es un colorante fluorescente ampliamente utilizado en biologia
celular y molecular para tefir el ADN. Para realizar esta tincion lo primero que se hizo fue agregar
1 ml de formaldehido al 4% por 15 minutos a cada pozo con células. Se retird la solucion y los
cubreobjetos se enjuagaron 3 veces con PBS. Se retird el PBS y se agregd 1 ml de 0.1 % Triton X-
100 (Sigma Aldrich, T8787) en PBS por 10 minutos. Se agregd 1 ml de PBS con 1.5 pl de DAPI

(Thermo Fisher, 62247) por 10 minutos. Se retiré el medio y se enjuagaron los cubre objetos 3
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veces con PBS. Por dultimo, se colocaron los cubreobjetos sobre medio de montaje
(SouthernBiotech, 0100-01) y se dejaron secar. Los cubreobjetos se fijaron con pequefias gotas

de esmalte de ufias transparente sobre laminillas de vidrio.

Ensayo de concentracion y viabilidad celular

Con la finalidad de analizar si la mutacién A302T, presente en el modelo taiep, tiene un efecto
téxico en las células, ya que la mutacién A302T como se describié en la seccidn anterior, tiene un
impacto en la dinamica de los microtubulos, lo cual compromete procesos esenciales de la célula
como la divisién celular. Por lo que se calcularon: 1) la concentracién y 2) la viabilidad celular.
Para determinar el numero de células vivas en una placa de cultivo, se utilizdé la técnica de
coloracién con trypan blue, un colorante que penetra Unicamente en células con membrana
plasmatica comprometida, de esta manera podemos distinguir las células vivas (no marcadas),

de las células muertas (marcadas en azul).

Para el conteo de células vivas, se agregaron 20 pl de trypan blue al 0.4% (GIBCO, 15250061) a
20 pl de células resuspendidas en 1 ml de DMEM, se tomaron 10 ul de la mezcla y se colocaron
en una camara de Neubauer y se contaron células vivas y muertas para los tres grupos

experimentales. Los calculos se realizaron con las siguientes férmulas:

células
ml

Concentracién celular( ) = (promedio de células de los 4 cuadrantes)(FD)(10,000)

vivas
100

% viabilidad celular = células — - X
células totales(vivas + muertas)

Imagenes

Las imdagenes de las células transfectadas se adquirieron en contraste de fases utilizando un
microscopio ZEISS modelo Axio observer Al. Por otro lado, las imagenes de fluorescencia se
adquirieron en un microscopio OLYMPUS IX73. Las imagenes se procesaron y analizaron con el

software libre FlJI (Schindelin et al., 2012).
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Porcentaje de transfeccion

Se analizaron un total de 25 imagenes por condicién experimental (control, TUBB4A-WT-GFP y
TUBB4A-A302T-GFP) en un disefio con n = 4 réplicas bioldgicas, lo que resulté en 100 imagenes

evaluadas por grupo.

El conteo total de nucleos se realizd utilizando el software FlJI mediante segmentacion
automatizada. De manera complementaria, el nimero de células transfectadas se determind
manualmente a partir de las imagenes correspondientes al canal de fluorescencia verde (GFP),
ya que la expresién de TUBB4A fludresce en verde gracias al gen turbo-GFP que se encuentra en
el plasmido. A partir de estos datos, se calculé el porcentaje de transfeccién como la proporcion

de células fluorescentes respecto al total de nucleos identificados en cada imagen.
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Resultados
Diagndstico clinico de H-ABC de un paciente

Como parte del diagndstico clinico del paciente, se revisaron imagenes de resonancia magnética
cerebral (RM) (Figura 10) ya que presentaba signos similares a H-ABC, especificamente presenta

retraso psicomotor, déficit sensorial, distonia muscular.

En las resonancias magnéticas no se observaron signos de atrofia cerebelosa, pero si se
identificaron dos de las caracteristicas mas comunes en pacientes que padecen H-ABC, atrofia
evidente del cuerpo calloso (Figura 10A) y atrofia de los ganglios basales (Figura 10B) ademas de
paquigiria. Los hallazgos radiolégicos en conjunto con los signos clinicos del paciente son
caracteristicas altamente sugestivas de un proceso neurodegenerativo, lo que refuerza la

sospecha diagnéstica de una tubulinopatia, particularmente del tipo H-ABC.

Figura 10. El paciente presenta dafo estructural en el cerebro. Imagenes de resonancia magnética de un paciente
de 7 afios. A) Imagen en plano sagital que evidencia atrofia del cuerpo calloso, con un compromiso predominante
de su porcién superior. B) Imagen en plano axial que revela alteraciones estructurales en los ganglios basales. Se
observa una pérdida de definicidn de los limites anatémicos habituales, con una morfologia lisa y poco diferenciada.
No se logra delimitar claramente la cabeza del nucleo caudado, el globo palido, el brazo posterior de la capsula
interna ni el tdlamo.
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Amplificacion de TUBB4A del paciente

Debido a los resultados encontrados en las resonancias magnéticas del paciente se integrod el
diagndstico clinico de la enfermedad H-ABC. Para confirmar o descartar de manera definitiva este
diagndstico, se realizé un estudio genético para identificar si existen mutaciones en la secuencia

gue codifica para TUBB4A en el paciente.

Se obtuvieron las amplificaciones de los cuatro fragmentos que forman la secuencia total de
TUBBA4A. Las imdagenes de los geles de electroforesis correspondientes a cada amplificaciéon se
presentan en la Figura 11. En la seccion (A) de la figura se muestra la amplificacion del fragmento
1 de 690 pb, en la seccién (B) se muestra la amplificacién del fragmento 2 de 442 pb, en la seccién
(C) se muestra la amplificacion del fragmento 3 de 684 pb y por ultimo en la seccién (D) se

presenta la amplificacion del fragmento 4 de 562 pb.
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Figura 11. Geles de electroforesis de la amplificacion de la secuencia de TUBB4A de un paciente con diagnoéstico
sugestivo de H-ABC. Se muestra el marcador de peso molecular de 1 kb y, para cada uno de los fragmentos, la banda
amplificada del tamafio esperado estd indicada en el recuadro rojo (A) Amplificacidn del fragmento 1 de 690 pb. (B)
Amplificacién del fragmento 2 de 442 pb. (C) Amplificacién del fragmento 3 de 674 pb. (D) Amplificacidon del
fragmento 4 de 562 pb.

El paciente presenta una mutacion silente en TUBB4A

Posterior a la amplificacion completa de TUBB4A y a la purificacion de los fragmentos, se
obtuvieron las secuencias nucleotidicas de cada fragmento de TUBB4A del paciente y se
alinearon contra una secuencia de referencia de TUBB4A (NM_001289127.2). Gracias a esto se
identificd una mutacion en el fragmento 3. Por lo que el fragmento 3 fue secuenciado en dos
instituciones adicionales para comprobar que no se trataba de un error de secuenciaciéon o una
falla en la polimerasa. Las dos instituciones adicionales fueron el IPICYT (Instituto Potosino de

Investigacion Cientifica y Tecnoldgica) y en el UGA-Langebio (Unidad Gendmica Avanzada) en
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Irapuato. Por lo anterior se confirmé un cambio de nucleétido T<C, como se muestra en la Figura

12 (A).

Mediante el uso del software Jalview, una herramienta bioinformatica ampliamente empleada
para el andlisis, visualizacion y edicion de alineamientos multiples de secuencias, se llevd a cabo
la comparacién entre la secuencia de referencia y la secuencia obtenida del paciente en estudio.
El analisis revelé que la mutacidn identificada en la secuencia del paciente corresponde a una
mutacion silente. Este tipo de mutacidn se caracteriza por un cambio en la secuencia nucleotidica
del ADN pero sin alterar la secuencia de aminodcidos de la proteina codificada (Oelschlaeger,
2024). En este caso especifico, se observé que tanto la secuencia de referencia como la variante
del paciente contintan codificando para una valina en la posiciéon 258, como se puede observar
en la Figura 12 (B). Lo que puede sugerir que esta mutacion probablemente no tiene un efecto

directo sobre la funcidn proteica ni sobre la conformacién estructural de la tubulina beta-4A.

No obstante, es importante considerar que, aunque las mutaciones silentes tradicionalmente no
causan una manifestaciéon fenotipica de la enfermedad, en investigaciones recientes han
demostrado que en ciertos contextos pueden afectar la expresidon génica, el empalme del ARN
mensajero (splicing), la estabilidad del ARN o la velocidad de traduccién, por lo que no deben ser
descartadas a priori en estudios funcionales posteriores (Rahaman et al., 2023; Shen et al., 2022;

Supek, 2016).
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Figura 12. Identificacion de mutacidn silente en TUBB4A del paciente. (A) Se muestra un alineamiento multiple de
secuencias del fragmento 3 de TUBB4A del paciente y se resalta en un recuadro rojo la mutacién puntual T<C. (B) Se
muestra la secuencia nucleotidica del fragmento 3 de TUBB4A del paciente y se sefiala la seccion mutada con la
flecha roja y con la flecha morada se muestra la traduccidn de aminoacidos de la seccion mutada, la cual codifica
para una valina.

Con el objetivo de evaluar el posible impacto clinico de la variante Val258, se consultaron bases
de datos especializadas en variantes genéticas humanas, como gnomAD (Genome Aggregation
Database), que recopilan informacién sobre polimorfismos y su frecuencia en poblaciones
diversas. Se encontré que esta variante corresponde a un polimorfismo clasificado como benigno
(Figura 13), es decir, no se ha asociado con enfermedad ni con consecuencias funcionales

relevantes a nivel proteico (gnomAD, 2025; Lopez-Juarez et al., 2021).

En gnomAD, la variante se ha detectado en 1,128,068 alelos analizados y presenta una frecuencia
alélica global de 69.3 % en gnomAD (2025), lo que la clasifica como una variante comun. Esta alta
frecuencia poblacional respalda su clasificacién como una variante no patogénica, descartando

su implicacion directa en el fenotipo clinico del paciente estudiado.
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+ Source HGVS Consequence VEP Annotation Sermiin A Allele Count N%u,fﬁ, F,;‘;““fel‘ﬁw H‘Eﬂ%ﬁ;ﬁ;
E @] p.Pro259Pro @ synonymous Uncertain significance 8 1613988 4.96e-6 1] =
G @ synonymous Benign 1118068 1613922 6.93e-1 390001
B p.Asn256Asn @ synonymous 1 1614114 6.20e-7 0
E @ p.Ala254Ala @ synonymous Benign/Likely benign 335 1614128 2.08e-4 4

Figura 13. La variante Val258Val es un polimorfismo benigno frecuente. Se presenta una tabla obtenida de Genome
Aggregation Database que muestra el nimero de alelos, la frecuencia alélica y el nimero de homocigotos para cada
variante en TUBB4A. La frecuencia alélica de Val258Val es alta, lo que indica que es una variante comun entre la
poblacidn.

Secuenciacion del Exoma del paciente

Dado que no se identificaron variantes patogénicas en TUBB4A, se procedid a realizar la
secuenciacion del exoma completo del paciente, con el objetivo de explorar otros genes
pertenecientes a la familia de las tubulinas y que se han implicado en un espectro diverso de

tubulinopatias.

Se detectaron dos variantes: una sustitucién C>G en el gen TUBG1, que afecta una arginina en la
posicidn 343, y una variante C>T en el gen TUBAS, que involucra una asparagina en la posicion
300 (Tabla 1). No obstante, ambas mutaciones corresponden a variantes silentes, ya que no
producen un cambio en la secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas. Por lo tanto,

se descarta el diagndstico presuntivo de tubulinopatia en este caso.

Proteina Gen Mutacidn Aminoacido
Tubulina 4A TUBB4A GUU-GUC Val258
Tubulina 1A TUBA1A X X
Tubulina 2A TUBB2A X X
Tubulina 2B TUBB2B X X

Tubulina 3 TUBB3 X X

Tubulina 5 TUBBS X X
Tubulina G1 TUBG1 CGC-CGG Arg343

Tubulina alfa 8 TUBAS AAC-AAU Asn300

Tabla 1. Analisis de distintos genes de tubulina. Se identificaron mutaciones silentes en genes que
codifican para isoformas de tubulina asociadas con tubulinopatias. Las posiciones mutadas se indican en
rojo.
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En relacién con los genes de interés para nuestro grupo de investigacién, se optd por analizar
particularmente aquellos que codifican para conexinas implicadas en la comunicacidon
intercelular neuronal en el sistema nervioso central. Se identificaron dos variantes silentes. La
primera corresponde a una sustitucién C>T en el gen que codifica la conexina 36 (GJD2), que
afecta un coddn para serina en la posicion 196. La segunda, una mutacién G>C en el gen de la

conexina 45 (GJC1), localizada en un coddn para prolina en la posiciéon 259 (Tabla 2).

Adicionalmente, se identific6 una mutacién no silenciosa en el gen GJB2, que codifica para la
conexina 26, una proteina integrante de las uniones gap crucial en el mantenimiento de la
homeostasis idnica en el oido interno. Esta variante consiste en la sustitucion del aminoacido

valina por isoleucina en la posicion 27 de la proteina (p.Val27lle).

Las mutaciones en GJB2 han sido ampliamente asociadas con sordera neurosensorial no
sindrdmica autosémica recesiva (DFNB1), representando una de las causas genéticas mas
frecuentes de pérdida auditiva congénita a nivel mundial (Kelley et al., 1998). Sin embargo, la
variante identificada en este estudio ha sido previamente descrita en la literatura cientifica y
catalogada en bases de datos gendmicas como ClinVar como un polimorfismo benigno con alta

frecuencia alélica en diversas poblaciones sanas (Choi et al., 2011; Zheng et al., 2015).

Por lo tanto, a pesar de tratarse de una mutacién que implica un cambio de aminoacido, su
clasificacién como variante no patogénica sugiere que no estd implicada en el fenotipo clinico del

paciente evaluado.

Proteina Gen Mutacidn Aminoacido
Cx 26 GJB2 GUC-AUC Val27Ile
Cx 36 GID2 uccC-ucu Ser196
Cx 30 GJC1 X X
Cx 47 GJC2 X X
Cx 29 GJC3 X X
Cx43 GJA1 X X
Cx 32 GJB1 X X
Cx45 GID3 CCG-CcccC Pro259

Tabla 2. Andlisis de distintos genes de conexinas. Se identificd un polimorfismo benigno en la conexina
26. En rojo se muestran las secuencias mutadas de diferentes conexinas.
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Transfecciéon de plasmidos

Antes de realizar transfecciones con los pldsmidos de interés, verificamos la eficiencia del método
de transfeccién usando plasmidos reporteros que usamos de rutina en nuestro laboratorio:
Venus y dos plasmidos que marcan proteinas del citoesqueleto (PAC gamma actin-cherry y PAC
gamma actin-cherry). En la Figura 14 se pueden observar micrografias de fluorescencia de células
transfectadas con dichos plasmidos, este resultado revela que el protocolo que se utilizé para

este proyecto permite la transfeccidn de distintos plasmidos en células HelLa de manera eficiente.

DAPI Fluoresencia Merge Zoom

Venus

pAC Y-actin
cherry

pAC Y-actin

Figura 14. Expresion de proteinas Venus y actina después de la transfeccion. Imagenes de Fluorescencia de nucleos
(azul), actina (verde y rojo), venus (amarillo) 24 hrs después de la transfeccidn. Se observa la expresién de la actina
en filamentos largos y definidos a comparacidn de la expresién homogénea del marcador citoplasmatico. Escala: 50

pm.
Una vez que se estandarizo el protocolo de transfeccidn, el siguiente resultado que se obtuvo fue
la expresidn de nuestro gen de interés. Para analizar si la expresidon de TUBB4A afecta la viabilidad
de las células se compard el numero de células vivas que expresan TUBB4A WT GFP 24 hrs
después de la transfeccidn, un grupo de células transfectadas con un pldsmido que porta el gen
de la gamma actina, descrito en el resultado anterior como control positivo y con un grupo de
células sin transfectar como control negativo. Al comparar el patrén de expresiéon de ambas

proteinas en imdagenes de fluorescencia se puede observar que la actina, se expresa en filamentos
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gruesos a lo largo del citoplasma, mientras que TUBB4A se observa la presencia del halo de luz

en la regidn perinuclear.

La expresién de TUBB4A marcada en verde en la region perinuclear la cual corresponde a una
mayor densidad de microtubulos alrededor del centrosoma, estructura que actia como el centro
organizador de microtubulos en las células. La expresiéon de TUBB4A en dicha regidn se resalta
con una flecha blanca en el zoom de la Figura 15 (C). A partir de esta regidn perinuclear, se
visualiza la extensidn radial de microtubulos como filamentos largos y definidos que se proyectan
hacia la periferia del citoplasma. La intensidad de fluorescencia disminuye gradualmente en las
regiones distales, lo que refleja una menor densidad o separacidn de los microtubulos en esas

zonas, sefalado con la flecha roja en el zoom de la Figura 15 (C).

Estos hallazgos son consistentes con la localizacién esperada de microtubulos en células y

confirman la correcta expresiéon y visualizacién de la proteina TUBB4A en células Hela.

Zoom

Actina Control

TUBB4A

Figura 15. Expresion de TUBB4A-GFP en células Hela. Imagenes de fluorescencia de nucleos (azul) y de TUBB4A
(verde). La expresién de TUBB4A muestra una morfologia de filamentos largos y definidos que se acumulan
alrededor del ntcleo (flecha blanca) y se extienden por el citoplasma de la célula (flecha roja). Escala: 50 um.
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Por otro lado, la expresion de TUBB4A-A302T-GFP en las células transfectadas, se observa
distribuido de manera similar en el citoplasma y en la regién perinuclear (Figura 16C) y es muy
semejante al que presenta la TUBB4A-WT-GFP(Figura 16D). Estas observaciones sugieren que la

mutacion A302T no modifica el patron de expresion de dicha proteina.

DAPI

Control

Actina

TUBB4A

TUBB4A
A302T

Figura 16. Expresion de TUBB4A WT GFP y TUBB4A A302T GFP en células Hela. Imagenes de fluorescencia de
nucleos (azul) y tubulina beta 4A (verde). Se observa un patrén similar de expresién en verde de TUBB4A A302T-GFP
respecto a TUBB4A-GFP. Ambas proteinas muestran una expresion con morfologia de filamentos largos y definidos
gue forman un halo intenso alrededor del nicleo (Flecha blanca) y se extienden por el citoplasma de la célula (flecha

roja). Escala 50 um.

La TUBB4A A302T afecta el porcentaje de transfeccion

Al cuantificar el nimero de células que expresan TUBB4A-A302T-GFP comparada con el nimero

de células por campo, se obtuvo un porcentaje de 12.25%, mientras que aquellas que expresan
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TUBB4A-WT-GFP es de 27%. El andlisis estadistico de esto datos muestra una diferencia
significativa entre el porcentaje de transfeccién de TUBB4A mutada respecto al control (Figura

17).
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Figura 17. La diferencia de porcentaje de transfeccion entre TUBB4A WT y TUBB4A A302T fue significativa. Se
muestra la boxplot de la diferencia de los porcentajes de transfeccidon del grupo control, TUBB4A WT y mutada
respectivamente. Se analizaron los datos por el método Mann-Whitney con una N=4 +/- SEM, los resultados que
muestran diferencia significativa sen la grafica se marcaron con letras diferentes y presentan una p<0.05, letras
iguales indican que no hay diferencia significativa.

Estos resultados podrian indicar un efecto funcional de la mutacién A302T sobre la dinamica de
microtubulos o sobre la homeostasis proteica, aunque se requerirdn estudios adicionales para

confirmar estos mecanismos.
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Para tratar de proporcionar elementos que nos ayuden a entender este efecto analizamos la

proliferaciéon y la viabilidad celular.

Con el fin de analizar si la transfeccion de TUBB4A-A302T-GFP afecta la proliferacién celular, se
midié la concentracidn celular en tres condiciones: células control transfectado con
iGFP-gamma-actin, células transfectadas con TUBB4A-WT-GFP y células transfectadas con
TUBBA4A-A302T-GFP. Esta comparacion permitio evaluar si la variante de TUBB4A impacta en la
densidad celular respecto a las condiciones control y silvestre. Se encontré que no hay diferencias
estadisticamente significativas en la concentracién celular total entre los grupos control, TUBB4A
WT y TUBB4A A302T (Figura 18), lo que puede indicar que la mutacion en TUBB4A no esta
teniendo un efecto tdéxico que afecte la proliferaciéon de las células Hela. La diferencia entre las

desviaciones estandar mostradas en la Figura 18 puede deberse a variaciones en el método de

conteo.
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Figura 18. La transfeccion no afecta la proliferacion celular. La boxplot muestra que no hay diferencias en la
concentracién celular entre los grupos. N=4 +/- SEM. Por el método de Kruskal-Wallis, letras iguales indican que no
hay diferencia significativa. (ns).

Para evaluar el efecto de la transfeccién con TUBB4A-A302T sobre la supervivencia de las células,

se determind la viabilidad celular. Ya que la mutacién A302T como se describié anteriormente,
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tiene un impacto en la estructura y funcién de los microtubulos, lo cual compromete procesos

esenciales como el transporte intracelular, la divisidn celular y la estabilidad del citoesqueleto.

Se observé que la diferencia en el porcentaje de viabilidad celular entre el grupo transfectado
con TUBB4A-A302T 72% vy el grupo control negativo 86% fue estadisticamente significativa. Sin
embargo, no se encontré diferencia significativa entre el porcentaje de viabilidad de TUBB4A WT

77% respecto al grupo control y a TUBB4A mutada, como lo muestra la Figura 19.

Estos datos sugieren que la mutacion puntual A302T no compromete la homeostasis celular en

las condiciones experimentales empleadas.
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Figura 19. La viabilidad celular se ve afectada por la transfeccion con TUBB4A-A302T-GFP. Se muestran imagenes
de contraste de fases del cultivo celular post-transfeccidn. Se muestra la grafica de barras que indica la diferencia
entre las medias de los porcentajes de viabilidad celular entre los grupos experimentales. Se analizaron los datos por
el método Kruskal-Wallis con una N=4 +/- SEM, los resultados que muestran diferencia significativa en la gréfica se
marcaron con letras diferentes y presentan una p<0.05, letras iguales indican que no hay diferencia significativa.
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Discusion

El presente estudio aborda el analisis clinico y genético de un paciente con diagndstico presuntivo
de Hipomielinizacién con Atrofia de ganglios Basales y Cerebelo (H-ABC), una enfermedad
causada principalmente por mutaciones en el gen TUBB4A. Los hallazgos de este trabajo
contribuyen al entendimiento de las tubulinopatias, al analizar variantes genéticas como posibles
causas patogénicas, y al explorar experimentalmente los efectos celulares de la mutacién A302T

en un modelo in vitro.

Importancia del analisis de variantes genéticas

El diagndstico clinico inicial del paciente estuvo respaldado por observaciones radioldgicas
caracteristicas de H-ABC, como atrofia del cuerpo calloso y alteraciones en ganglios basales. Sin
embargo, la confirmacién genética es indispensable para establecer un diagndstico definitivo y
para descartar otras enfermedades con fenotipos superpuestos. Por lo que el analisis de TUBB4A
permitid identificar una mutacién silente (Val258Val), la cual fue confirmada en diferentes
instituciones y validada como variante benigna mediante bases de datos poblacionales como
gnomAD, donde se reporta con una frecuencia alélica elevada. Estos resultados refuerzan la
importancia de considerar la evidencia poblacional al interpretar variantes genéticas en
enfermedades, pues la alta frecuencia de esta mutacién en personas sanas descarta su papel

como causa del fenotipo clinico observado en el paciente.

Mutaciones silentes: mas alla de lo “benigno”

Aunque la variante Val258Val fue clasificada como no patogénica, el estudio de mutaciones
silentes resulta relevante en el campo de la biologia molecular. En afios recientes se ha
demostrado que algunas variantes silentes pueden afectar procesos como la estabilidad del ARN,
la eficiencia de traduccion o el splicing alternativo (Shen et al., 2022; Supek, 2016). Estos
mecanismos sugieren que incluso mutaciones que no modifican la secuencia de aminoacidos
podrian contribuir a la variabilidad fenotipica observada en enfermedades monogénicas. Esta
variabilidad sugiere la participacién de factores genéticos adicionales, como variantes
modificadoras en genes relacionados con la mielinizacién, el citoesqueleto o la respuesta celular

al estrés. Ademas, mecanismos epigenéticos, incluyendo la metilacion del ADN, modificaciones
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de histonas y la acciéon de ARN no codificantes, podrian desempeiar un papel crucial en la
regulacién de la expresion de TUBB4A y otros genes implicados en la homeostasis neuronal
(Attwood et al., 2002; Dhar et al.,, 2021; Dong and Weng, 2013; Karli¢ et al., 2010). La
heterogeneidad epigenética entre distintos tipos celulares o estados de desarrollo podria explicar
diferencias en la severidad y progresion de la enfermedad, incluso entre individuos con la misma

mutacion (Pehlivan et al., 2024; Shen et al., 2022).

Si bien en este caso no encontramos evidencia de un efecto adverso causado por la mutacion
silente, nuestros resultados resaltan la necesidad de no descartar automaticamente esta clase
de mutaciones en estudios diagndsticos. Comprender estos mecanismos es esencial para avanzar
hacia una medicina personalizada, que permita predecir el curso clinico y disefar estrategias

terapéuticas adaptadas al perfil genético y epigenético de cada paciente.

Secuenciacion del exoma y hallazgos adicionales

Al no encontrar mutaciones relevantes en TUBB4A, la secuenciacién del exoma completo (WES)
permitio descartar la presencia de variantes patogénicas en otros genes asociados a
tubulinopatias. Se identificaron mutaciones silentes en TUBG1 y TUBAS, asi como en variantes
de genes que codifican para la expresion de conexinas. Pero ninguna que esté asociada a alguna
enfermedad o sindrome. Aunque algunas de las mutaciones silentes encontradas en TUBG1,
TUBA8 y GJD2 (Cx 36) han sido descritas en la literatura (Broad Institute, 2025; Yuen et al., 2019),
su clasificacion como polimorfismos benignos respalda que el fenotipo clinico del paciente no se
relaciona directamente con estas variantes. El hallazgo de una mutacién no sinénima en GJB2 (Cx
26) (p.Val27lle), previamente descrita como variante benigna (Choi et al., 2011), refuerza la
importancia de realizar un analisis critico de variantes monogénicas en las bases de datos,

evitando conclusiones prematuras.

Analisis funcional de la mutacion A302T

Un aporte central de este trabajo fue la evaluacién experimental in vitro de la mutacion A302T
en TUBB4A, previamente descrita en el modelo murino taiep (Alata et al., 2021; Duncan et al.,
1992b). A diferencia de la variante sindnima encontrada en el paciente, esta mutacion ha sido

asociada con alteraciones en la dinamica de microtubulos (Duncan et al., 1992; Garduno-Robles
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et al., 2020). Nuestros resultados mostraron que el patrdn fibrilar de la expresion de TUBB4A con
localizacion perinuclear y extensidn radial de microtubulos a lo largo del citoplasma celular, no

interfiere de manera evidente en la formacién de la red microtubular por la mutacién A302T.

No obstante, el andlisis cuantitativo mostré que el porcentaje de transfeccion es
significativamente menor en las células transfectadas con el vecto que expresa TUBB4A-A302T-
GFP, suguiriendo que estd mutaciéon podria influir en la eficiencia de expresién o en la estabilidad

de TUBB4A.

La mutacién A302T en TUBB4A no induce efectos significativos en la proliferacion celular, ni en
la viabilidad celular. Estos resultados refuerzan la necesidad de realizar estudios adicionales y
mas especificos, como MTT, que es un ensayo colorimétrico para medir viabilidad celular y
actividad metabdlica que permitan confirmar si la mutacién A302T compromete efectivamente
la homeostasis celular, como: ensayo de resazurina (Alamar Blue), citometria de flujo con
exclusién de propidio, Ensayo de ATP (CellTiter-Glo) o el método de tincidon con Etidio

Homodimero-1 (EthD-1).

Limitaciones del estudio

Entre las limitaciones de este trabajo destaca el uso de una linea celular no neuronal (Hela), que,
aunque presenta niveles adecuados de expresion de TUBB4A, no refleja completamente la
complejidad del sistema nervioso central. Asimismo, los ensayos se realizaron en condiciones
basales, por lo que no se evaluaron posibles efectos bajo estrés celular o durante procesos
dinamicos como la divisién o diferenciacidn neuronal. Futuros estudios en modelos celulares mas
especializados, como neuronas derivadas de células madre inducidas, podrian aportar

informacién mas relevante para la fisiopatologia de H-ABC.
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Conclusion

En conjunto, los resultados de este trabajo destacan la importancia de combinar el andlisis
clinico, genético y funcional en el estudio de enfermedades neurodegenerativas poco descritas
como H-ABC. La confirmacion de que la variante sindnima Val258Val es un polimorfismo benigno
descarta su implicacion en el fenotipo clinico del paciente, mientras que el andlisis experimental
de la mutacién A302T aporta evidencia sobre su posible impacto en la viabilidad celular. Estos
hallazgos refuerzan la necesidad de un enfoque multidisciplinario para interpretar variantes

genéticas.

Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo abren diversas lineas de investigacion que pueden
contribuir al fortalecimiento del conocimiento sobre enfermedades neurodegenerativas poco
descritas, como la H-ABC. En primer lugar, se destaca la necesidad de ampliar el analisis funcional
de la mutacion A302T en distintos modelos celulares, complementandolo con la aplicacion de
pruebas mds sensibles para evaluar la viabilidad celular. Asimismo, los datos presentados
constituyen un punto de partida para el estudio del comportamiento de los microtubulos
mediante técnicas de microscopia avanzada, con el propdsito de descartar una posible

acumulacién o disminucidon de estas estructuras asociadas a variantes patogénicas de TUBB4A.

En relacion con el diagndstico genético del paciente, los hallazgos obtenidos representan un
llamado a la comunidad médica para profundizar en el conocimiento de este tipo de
enfermedades raras. Ademads, para nuestra linea de investigacién, constituyen un avance
significativo hacia el desarrollo de pruebas diagndésticas mas eficientes, que permitan mejorar la
identificacion y caracterizacion de variantes genéticas relevantes en patologias

neurodegenerativas
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