(R M. ATONNRF 7 5 -
;ili% %{ﬁ: UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEE‘;__;

\!

i o T T MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“ANALISIS DEL GEN MAFB Y SU POSIBLE
RELACION COMO FACTOR DE DESORDEN DE
DESARROLLO SEXUAL EN PACIENTES 46,XY-

HIPOSPADIAS”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGICO

PRESENTA:

PEREZ HERNANDEZ CARLOS JORDAN

Ciudad Universitaria, CD. MX. 2021



http://www.google.com.mx/url?url=http://quazar.acatlan.unam.mx/campus/476/&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ved=0ahUKEwidycryqoXaAhWQ14MKHV-pDT0QwW4IGjAC&usg=AOvVaw0vi0WT6vqG2AGDpp3PM5fZ

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE: FRANCISCO JAVIER PLASENCIA DE LA PARRA
VOCAL: JOSE PEDRAZA CHAVERRI
SECRETARIO: LUIS RAMOS TAVERA

PRIMER SUPLENTE: EUCLIDES AVILA CHAVEZ

SEGUNDO SUPLENTE: JAVIER AXOSCO MARIN

EL PRESENTE TRABAJO SE DESARROLLO EN EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA
HORMONAL, DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION, INSTITUTO

NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN.

ASESOR:

DR. LUIS RAMOS TAVERA

SUSTENTANTE:

CARLOS JORDAN PEREZ HERNANDEZ



Agradecimientos

Agradezco a la Universidad Nacional Autbnoma de México, a la facultad de
guimica por brindarme un nivel académico excelente ademas de enriquecerme
cultural, social y fisicamente.

A todos mi compafieros y amigos de la facultad de quimica por sus ensefianzas,
risas, vivencias, consejos, animos para seguir adelante y sobre todo por su sincera
amistad.

Al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, por la
oportunidad de poder realizar este proyecto. Asi mismo a mis compaferos y
amigos del laboratorio de bioquimica hormonal por su apoyo incondicional en el
trabajo experimental, ensefianzas y consejos.

Al Dr. Luis Ramos Tavera, por todas las ensefianzas, comentarios y su infinita
paciencia, muchas gracias por guiarme y motivarme para la realizacion y termino
del proyecto.

A los miembros del jurado, Dr. Francisco Javier Plasencia De la Parra, Dr. José
Pedraza Chaverri, Dr. Euclides Avila Chavez, Dr. Javier Axosco Marin por todas
las sugerencias y observaciones realizadas en este proyecto.

A mi papa y mama4, jamas tendré palabras suficientes para agradecerles por todo
lo que me dan: carifio, atencién, educacion, paciencia, ensefianzas, consejos, etc.
Un profundo agradecimiento por el amor incondicional y es por ustedes que puedo
seguir adelante, los amo Vianey y Ricardo.

A mis hermanos: Vanessa, Valeria y Anuar, por ser mi apoyo mas grande y
motivacion, por alegrarme mis dias y su enorme amor incondicional, todo esto es
dedicado a ustedes, los amo mucho.



indice

RESUMEBN. ....ei e e 1
 INEFOAUCCION. ... 2
1.1. Determinacion SEXUAL...........cceveeeeiiiiiiiiiiiiiieeir e e aae s 2
1.2. Diferenciacion sexual............c.ccoovviiiiiiiiiiice e 6
1.3. Factores de transcripCiOn...........cccceeeviiiiiieiee e 11
L4, MAFDB. ... 21
1.5. Desérdenes del desarrollo sexual.........ccccceeeeeviiiiiciciiiinnnnne.. 25

o JUSHIFICACION. ... 28
c HIPOLESIS. ... - 29
c ODJELIVOS. ..o 30
. Metodologia........ocuvvuiiiice e 31
5.1. Extraccion de gDNA.......coooi i 31
5.2. Reaccidén en cadena de polimerasa (PCR).......................... 33
5.3. Purificacion de gDNA mediante electroelucion.................... 35
5.4, SECUENCIACION......ciiiiiieeii e e e e e e e s 37

. RESUIAAOS. ... .o 39
o DISCUSION. ...t 45
. CONCIUSIONES... ..o 50
. PeISPECHIVA......ci i 51
10. Bibliografia.......ccccooeeiiiiiieee e 52

I TN TS o TR 61



Resumen

La masculinizacion de los genitales externos es un proceso esencial en la
formacion del sexo masculino. En ratones, se ha observado que la expresion del
gen v-maf musculoaponeurotic fiborosarcoma oncogene family protein b (Mafb) se
lleva a cabo preferencialmente durante el desarrollo de los genitales externos
masculinos, regulando la masculinizacion y formacion de la uretra embrionaria de
una manera dependiente de andrégenos; sin embargo su funciéon en el humano
aun se desconoce. La expresion del gen Mafb ha postulado la idea de su posible
asociacion con el desarrollo de hipospadias en humanos. Con el objetivo de
identificar mutaciones en el gen MAFB, localizado dentro del cromosoma 20,
bandas g11.2-q13.1 en humanos, en este estudio se realizo el analisis molecular
del gen mediante extraccion de DNA gendmico, PCR y secuenciacién Sanger en
24 individuos 46,XY fenotipificados clinica y exclusivamente con hipospadias
aisladas. Los datos obtenidos a partir de la region codante del gen MAFB en estos
pacientes indicaron la ausencia de mutaciones puntuales, inserciones,
duplicaciones o deleciones de pares de bases. La presencia de una secuencia
nucleotidica normal en los 24 pacientes analizados sugiere una baja probabilidad
de que el gen MAFB de humanos pueda ser asociado con desordenes del
desarrollo sexual, especificamente con la diferenciacion sexual de la uretra

masculina.

Palabras clave: MAFB, masculinizacion, uretra, hipospadias, factor de

transcripcion.



1. Introduccién

1.1. Determinacién sexual

En humanos, el programa biologico de diferenciacion sexual se puede dividir en
tres etapas sucesivas: determinacion del sexo genético (cromosémico), gonadal y
fenotipico (Nef & Parada, 2000). La determinacién del sexo (cromosémico) inicia
en el momento de la fertilizacion (Jost, 1970; Arnold, 2017). Una vez que el
espermatozoide, que posee un cromosoma X 0 un cromosoma Y, atraviesa la
zona pelacida y el espacio perivitelino se fusionan las membranas del
espermatozoide y del ovocito (que aporta un cromosoma X). El contenido del
espermatozoide es llevado al interior del ovocito dando lugar a un huevo o cigoto,
a partir del cual se formara un nuevo organismo multicelular y distinto
genéticamente a sus progenitores con carga cromosomica 46,XX o 46,XY
(Cederroth et al., 2007; Inoue et al., 2011).

En el sexo femenino, la presencia de dos cromosomas X desencadena la
expresion del RNA de transcripcidon especifica de inactivacion X (XIST, del inglés
X Inactivation-Specific Transcript) a partir de uno de los dos cromosomas X, lo que
hace que todas las células sean diferentes de las que tienen un Unico cromosoma
X. De esta manera, XIST inicia el silenciamiento transcripcional del cromosoma
seleccionado (Disteche, 2012). XIST es regulado por multiples factores, incluido el
factor de Inactivacion especifica de transcripcion antisentido X (TSIX, del inglés X
Inactivation-Specific Transcript-antisense) y otros RNA no codificantes ubicados
cerca de XIST (Romito & Rougeulle, 2011). Finalmente, la X inactiva se vuelve
tardia en replicarse, las islas CpG se metilan, de tal forma que las proteinas de la
familia de histonas, miembro Y (H2AFY, del inglés H2A Histone Family, member
Y) y (SMCHD1, del inglés Structural Maintenance of Chromosomes flexible Hinge

Domain-containing protein 1) se reclutan para asegurar el silenciamiento y dejar
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una sola X activa (Sugimoto & Abe, 2007; Heard & Turner, 2011; Gendrel et al.,
2012).

A partir de la quinta semana del desarrollo embrionario, la anatomia de la cresta
urogenital se encuentra unida a la cavidad peritoneal por el mesenterio y
comprende dos tejidos yuxtapuestos: los conductos de Wolff y los conductos de
Miuller (Park & Jameson, 2005). Las estructuras aparecen por primera vez en el
dia 10 en el embrion de raton y en el dia 33 de gestacion en el embrion humano
(Hanley et al., 2000) y esta compuesto por células somaticas y células germinales
primordiales (PGC) que han migrado desde la base del alantoides a través del
intestino posterior (McLaren, 2003). En esta etapa, la cresta genital es bipotencial

ya que puede dar lugar a ovario o testiculo (Viger et al., 2005).

La gonada bipotencial embrionaria no esta diferenciada, hasta una etapa critica
alrededor de la sexta semana de gestacion, en la que los cromosomas sexuales
regulan su desarrollo como un testiculo u ovario. La génada bipotencial expresa
genes como el tumor de Wilms 1 (WT, del inglés Wilms Tumor 1), factor
esteroidogénico 1 (SF1, del inglés Steroidogenic Factor 1), proteina de union a
GATA 4 (GATAA4, del inglés GATA-binding protein 4), (EMX2, del inglés Empty
spiracles homeobox 2), LIM Homeobox 9 (LHX9) y doublesex and Mab3-related
transcription factor 1 (DMRT1) y posteriormente, la expresion de la familia de
receptores de insulina y el receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina
(IGF1R, del inglés Insulin-like Growth Factor 1 Receptor) (Birk et al., 2000; Nef et
al.,, 2003; Park & Jameson, 2005). Los hallazgos recientes sugieren que la
diferenciacion gonadal esta controlada por sefiales antagonicas entre las vias de
sefalizacion Sry-box 9 (SOX9), factor de crecimiento de fibroblastos 9 (FGF9, del
inglés Fibroblast Growth Factor 9) y wingless-type mmtv integration site family,
member 4 (WNT4) (Kim et al., 2006).



El establecimiento del sexo masculino comienza con la diferenciacion de las
células de Sertoli, mecanismo regulado por la accién del gen region determinante
de sexo Y (SRY, del inglés Sex-determining Region Y) y mediante la sefalizacion
autocrina/paracrina del FGF9 y prostaglandina D2 (PGD2) (Sekido & Lovell-
Badge, 2008). EI SRY promueve a que el tejido gonadal relativamente
diferenciado se comprometa hacia testiculo (Koopman, 2010). En ausencia del
gen SRY, los genes ligados al cromosoma X o autosémicos inician el desarrollo
ovarico (Arnold, 2017).

En individuos XY, existe un solo alelo del gen SRY y un solo alelo del gen DSS-
AHC regiodn critica en el cromosoma X, gen 1 (DAX1, del inglés DSS-AHC critical
region on the X chromosome 1, gene 1). La presencia de esta Unica dosis génica
induce la formacion normal de los cordones testiculares. La expresion de SRY
permite la diferenciacion testicular con la consiguiente expresion de genes
tipicamente testiculares como SOX9 y la hormona anti-mdlleriana (AMH). SRY no
es el uUnico gen responsable del desarrollo testicular, existen otros genes
autosdémicos que también estan involucrados en el desarrollo normal de la gonada
masculina, aunque sus funciones deben audn ser reveladas (Rey, 2001). Ademas,
factores adicionales como homeobox relacionado con Aristaless, ligado a X (ARX,
del inglés Aristaless-Related homeobox, X-linked), desert HedgeHog signaling
molecule (DHH), receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas a
(PDGFR-a, del inglés Platelet-Derived Growth Factor Receptor a), FGF9 y el
receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR2) pueden estar
involucrados en la diferenciacion de células de Leydig y Sertoli (Park & Jameson,
2005).

El gen SRY inicia la via de determinacion gonadal al regular SOX9, que a su vez
regula la expresion de FGF9 y aumenta la sintesis de PGD2. FGF9 y PGD2
ayudan a mantener la expresion de SOX9, formando un eje de retroalimentacion

positiva y por lo tanto ayudan a dirigir la diferenciacion del linaje de apoyo en las
4



células de Sertoli (Malki et al., 2005). Ademas, las células de Sertoli se reclutan a
través de un mecanismo no autbnomo, las células de Sertoli que expresan SRY
secretan PGD2, que actia de forma paracrina para aumentar la expresion de
SOX9 en los precursores celulares de soporte. Esto compromete a las células de
Sertoli adicionales para reforzar el destino de los testiculos (Nef & Vassalli, 2009).
La fase posterior a la determinacion de las génadas es la diferenciacion sexual,

gue depende casi exclusivamente de hormonas sexuales (Hughes, 2001).



1.2. Diferenciaciéon sexual

Las hormonas sexuales desempefian un papel esencial en la regulacion de la
diferenciacion sexual masculina durante la embriogénesis. En mamiferos, la
diferenciacion esta regulada por tres hormonas clave: testosterona (T), Insulin-
Like 3 (INSL3) y AMH (Viger, 2005).

Inmediatamente después de formarse los cordones testiculares, las células de
Sertoli fetales secretan AMH (Morel et al., 2014). La AMH es una glicoproteina que
se une a un receptor transmembranal presente en las células mesenquimaticas
gue rodean al epitelio de los conductos de Miiller (Josso et al., 1997), induciendo
apoptosis, transformacion del epitelio-mesenquimatoso y regresion de los
conductos de Miller (Allard et al., 2000; Hughes, 2001). En el sexo femenino, ante
la falta de AMH, los conductos de Miller dan origen a las trompas de Falopio, el
Utero y el tercio superior de la vagina. La secrecion testicular de AMH comienza a
finales de la séptima semana de gestacion y los conductos de Miller desaparecen

alrededor de la décima semana de la gestacion (Wilhelm, 2013).

A partir de la octava semana, las células de Leydig producen andrdgenos,
principalmente T y dihidrotestosterona (DHT) (Rey, 2001). Estos esteroides
sexuales son responsables de la estabilizacion de los conductos de Wolff y de su
diferenciacion en epididimo, conductos deferentes y vesiculas seminales, asi
como de la masculinizacién del seno urogenital de los genitales externos y
descenso testicular (Griswold & Behringer, 2009). La diferenciacion de las células
de Leydig, su proliferacion y su actividad esteroidogénica dependen del estimulo y
regulacién de gonadotropina coriénica humana (hCG) en los primeros seis meses
de vida intrauterina y hormona luteinizante (LH) hipofisaria en el dltimo trimestre
(O'Shaughnessy & Fowler, 2011).



El descenso de los testiculos constituye un paso esencial en el proceso de
diferenciacion sexual masculina, siguiendo dos etapas distintas y secuenciales,
cada una regulada por diferentes factores: la etapa intraabdominal y la etapa
inguinoescrotal (Klonisch et al., 2004). Las conexiones de la pared abdominal a los
testiculos son a través del ligamento craneal suspensorio (CSL) y caudalmente a
través del gubernaculo. Este dltimo tejido mesenquimatoso en el sexo masculino
se contrae, engrosa y desarrolla un crecimiento bulbar que con la regresion de la
CSL da como resultado el testiculo ubicado en la parte inferior del abdomen por el
anillo inguinal interno (Barteczko & Jacob, 2000). En el feto humano, el descenso
testicular intraabdominal al anillo inguinal interno se inicia aproximadamente en las
semanas 10 a la 14 de gestacion y se mantiene aproximadamente hasta las
semanas 20 a la 23 (Costa et al., 2002).

El factor que regula la primera etapa intraabdominal es INSL3 (Fig. 1) y es
expresado en las células de Leydig. Estudios recientes en pacientes con
criptorquidia sugieren que las mutaciones genéticas en INSL3 son raras (Tomboc
et al.,2000), por lo que se ha propuesto que receptores especificos para INSL3 y
reguladores transcripcionales sean la causa de sefalizacion disfuncional
(Koskimies et al., 2002). La ultima etapa (inguinoescrotal) depende completamente
de androgenos, como lo ilustran las observaciones en pacientes con
hipogonadismo y criptorquidia en los sindromes de insensibilidad a los andrégenos
(Lim et al., 2001). En ausencia de produccion de T o en ausencia de receptor de
andrégenos (AR), el descenso testicular se detiene inmediatamente después de la

etapa intraabdominal (Brinkmann, 2001; Sultan et al., 2001).



Desarrollo femenino &’ Souwas somaticas
[ Cresta urogenital ]

Células
wr1 germinales del
SF1 saco vitelino
EMX2
[Génada bipotencial ]
SRY
SOX9 DAX1 WNT4
A 4
[ Ovario ]
WNT4
Regresion del
conducto de i
Wolff Y Diferenciacion de
Genitales los conductos de
externos Miiller

Desarrollo masculino

(/— Células somaticas
del mesonefros

[ Cresta urogenital ]

\ Células
2;:7;1 germinales del
EMX2 saco vitelino

A 4
[Gc’mada bipotencial ]

"~ SRY
DAX1 |
Mee_ SOX9

A 4

[ Testiculo ]
Diferenciacion de _—y
los conductos de DHT

Wolff AMH INSL3
i Genitales
Regresion del . externos
conducto de Los testiculos
Miiller descienden

Fig. 1. Genes involucrados en la determinacion y diferenciacion sexual. La cresta
urogenital expresa genes como: el gen regidon determinante de sexo Y (SRY),
tumor de Wilms 1 (WT1) y (EMX2, del inglés empty spiracles homeobox 2). Se
desarrolla un ovario en ausencia de la accion de SRY y Sry-box 9 (SOX9), por
efecto anti-testicular del gen DSS-AHC regién critica en el cromosoma X, gen 1
(DAX1) y (WNT4, del inglés wingless-type mmtv integration site family, member 4).
La gonada masculina se desarrolla como resultado de la accibn SRY y SOX9,
complementada por DAX1. La regresion de los conductos de Muller estd mediada
por la hormona anti-milleriana (AMH), los conductos de Wolff y la diferenciacion
de los genitales externos estan regulados por el receptor de androgenos. El
descenso de los testiculos esta regulado por insulin-like 3 (INSL3).



Al igual que los genitales internos, los genitales externos dependen de la accion
androgénica. Los primordios indiferenciados evolucionan en sentido masculino
bajo la accion de la DHT, andrégeno potente derivado de la accion de la enzima
5a-reductasa tipo 2. El tubérculo genital (GT) origina el pene y la uretra, mientras
gue los pliegues labioescrotales se agrandan y se fusionan en sentido pdstero-
anterior para formar las bolsas escrotales (Wilson, 1999). En el feto femenino, la
falta de andrégenos permite que el GT origine el clitoris, que los pliegues
urogenitales formen los labios menores y que los pliegues labioescrotales

permanezcan separados formando los labios mayores (Rey, 2001).

Los mecanismos que regulan los procesos de masculinizacion dependientes de
androgenos son en gran parte desconocidos. Una deficiencia en la exposicion a
los andrégenos provoca la falta de masculinizacion de GT. Por lo tanto, el
momento adecuado de la exposicidbn embrionaria al andrégeno es esencial para
inducir la masculinizaciéon de GT. Las acciones de los andrégenos estan regulados
por la union al AR (Miyagawa et al., 2009), un receptor nuclear que se encuentra
localizado en el cromosoma Xql1-12. El gen de receptor de androgenos (AR o
NR3C4, del inglés nuclear receptor subfamily 3, group C, member 4) es miembro
de una superfamilia de receptores nucleares que presentan regiones altamente
homologas, un dominio N-terminal implicado en la transactivacion, un dominio
central de union al acido desoxirribonucleico (DNA) altamente conservado dentro
de la familia y un dominio C-terminal de unidon a ligando. EI AR contiene
subdominios, denominados AF1 y AF2, que regula la interaccion de los dominios
N- y C- terminales (Hughes, 2001).

El efecto de los androgenos empieza con el transporte de la testosterona al lugar
de accion a través del torrente circulatorio. La T puede ser metabolizada a DHT en
el citoplasma. Los mondémeros inactivos del AR estan unidos a proteinas de
choque térmico que mantienen inactivo al AR. La unién de T o DHT al AR induce



un cambio conformacional, las proteinas chaperonas se disocian y el AR es
fosforilado, solo asi, el complejo hormona-receptor se transloca al nacleo. En el
nucleo, el AR forma dimeros y se une al DNA, posteriormente se acoplan
coactivadores o factores de transcripcion que ayudan a modular la transcripcion
del gen. El AR puede nuevamente disociarse del DNA y exportarse al citoplasma,
un proceso regulado por fosforilacion, donde es nuevamente inactivado por el
complejo de chaperonas. La estabilidad del AR es influenciada por la fosforilacién
a través de la ubiquitinacién y degradacion. Una vez unidos los dimeros del AR a
elementos de respuesta a andrégenos o haber interactuado a través de
interacciones proteina-proteina, se inicia el proceso de transcripcion. El gen
blanco es transcrito y el acido ribonucleico mensajero (MRNA) es procesado para
su maduracion. El mRNA es transportado al citoplasma donde se lleva a cabo la
traduccién de la secuencia de sus nucleétidos, por los ribosomas, para la sintesis
de diversas proteinas. Otras vias de transduccion de sefial participan aumentando
la actividad del AR a través de la fosforilacién del AR o de sus cofactores (Heinlein
& Chang, 2004; Weigel & Moore, 2007; Rojas et al., 2011).

Recientemente, se han intentado identificar genes masculinizantes especificos de
GT, que estén potencialmente involucrados en el desarrollo del GT mediante
analisis de microarreglos en ratones, en estos estudios se buscaron genes con
mayor nivel de expresion en GT masculino en comparacion con GT femenino,
tales genes reportados son el citocromo p450, subfamilia i, polipéptido 1 (Cyplb1,
del inglés Cytochrome p450, subfamily i, polypeptide 1), proteina 5 de unién a
FK506 (Fkbp51, del inglés FK506-Binding Protein 5) y proteina b de la familia
oncogén del fibrosarcoma musculoaponeurético v-maf (Mafb, del inglés v-maf
musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein b), siendo este ultimo

un factor de transcripcion de cierre de leucinas (Nishida et al., 2008).
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1.3. Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion (TF) son proteinas que se pueden unir al DNA al
reconocer motivos o secuencias especificas ubicadas en elementos reguladores,
promotores y potenciadores de genes transcritos y que pueden contribuir a la
eficiencia con la que la RNA polimerasa Il se une e inicia la transcripcion (Berger et
al., 1998). La unién de los TF controla procesos como la metilacion del DNA,
acetilacion de histonas y glicosilacion. El resultado es la activacion o represion de
la expresién génica. Por lo tanto, los TF tienen un papel crucial en la interpretacion
de la informacibn genomica y son actores centrales en los mecanismos
reguladores de genes especificos. Aunque los TF estdn presentes en todas las
especies biologicas, los eucariotas tienen un conjunto Unico de clases de TF
(Lambert et al., 2018; De Mendoza & Sebé-Pedrés, 2019).

Muchos TF no pueden unirse al DNA como una sola proteina monomérica. A
menudo contienen dominios especificos de interaccion proteina-proteina que se
unen entre si para formar un dimero, trimero o tetrdmero funcional que puede ser
de naturaleza homomérica o heteromérica (Fig. 2). La interacciéon a nivel de
proteina permite la union del complejo al DNA debido al aumento de la avidez y/o

interacciones cooperativas entre las subunidades (Morgunova & Taipale, 2017).
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NF-Y

Fig. 2. Complejos TF-TF unidos a una secuencia especifica de DNA. De izquierda
a derecha en la parte superior: homodimero STAT6, heterodimeros MAFB:C-FOS,
trimero NF-Y. De izquierda a derecha en la parte inferior: tetrAmero P53 y
homodimeros AP-1 (Morgunova & Taipale, 2017; Rose et al., 2018).

Se ha observado que multiples factores desempefian un papel importante entre la
unidn del TF con los elementos de respuesta al DNA (RE) como la concentracion
del TF en la célula y el grado de compactacion de la cromatina, que hace grandes
tramos de DNA inaccesibles, lo que reduce la regiébn gendémica que el TF pueda
elegir. Ademas, la unién de un TF a un RE puede afectar la unidén selectiva de
otros RE. Esto puede ocurrir de diferentes maneras: la union RE puede estabilizar
o bloquear la union de la RNA polimerasa al DNA; puede catalizar la acetilacion de
histonas para debilitar la asociacion del DNA con las histonas, haciendo que
ciertas regiones de DNA sean mas accesibles para los TF y, por lo tanto,

aumentar la transcripcién; o puede catalizar la desacetilacién para fortalecer la
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asociacion del DNA con las histonas, haciendo que esas regiones de DNA sean

menos accesibles regulando negativamente la transcripcion (Riley et al., 2008).

Los mecanismos de reconocimiento entre RE-TF son clasificados en tres grupos
diferenciados por el orden de los eventos de iniciacion de la transcripcion: Tipo |,
reclutamiento del cofactor seguido por la unién del RE; Tipo I, union del RE
seguida de reclutamiento de cofactor; y Tipo Ill, unién al RE mediada por el

enhancersoma (Fig. 3) (Pan et al., 2010).
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Fig. 3. Tres mecanismos propuestos de selectividad TF. (a) Los RE estan
disponibles para unirse a los TF. El TF se une selectivamente a un RE (verde). La
conformacion del sitio de wunion del cofactor al TF esta determinada
alostéricamente. Una vez que el TF se une a un RE, se inicia la transcripcion o se
reprime. (b) Los RE disponibles se une a un TF. Los RE mejoran alostéricamente
una poblacién de TF para unirse a un cofactor especifico. El cofactor se une a la
conformacion del sitio de unién, que es complementaria. Cuando el cofactor se
une, se inicia la transcripcion o se reprime. (c) Los RE no disponibles del
nucleosoma quedan expuestos a través del enhancersoma por ejemplo,
acetilacion (Pan et al., 2010).
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Los TF se clasifican segun su dominio estructural denominado dominio de unién al
DNA (DBD) y se organizan jerarquicamente. Los principales tipos incluyen TF de
homeodominio, hélice-bucle-hélice (bHLH), cierre de leucinas (bZIP), cajas de alta
movilidad (HMG), dedos de zinc (ZF) y receptores nucleares a hormonas (NHR)
(Johnson & McKnight, 1989; Pabo & Sauer, 1992; Pan et al., 2010).

Los TF de homeodominio juegan un papel critico en procesos celulares como la
determinacion del destino celular durante el desarrollo de metazoarios. Los
miembros de esta familia se caracterizan por un motivo de unién al DNA hélice-
giro-hélice conocido como homeodominio (Misra et al., 2012). Estudios
cristalograficos de rayos X y espectroscopicos de resonancia magnética nuclear
(RMN) muestran que este motivo se compone de tres hélices a que se pliegan en
una estructura globular compacta con una extension N-terminal. Las hélices | y Il
se encuentran paralelas entre si y frente a la tercera hélice (Pabo & Sauer, 1992).
Esta tercera hélice también se conoce como la 'hélice de reconocimiento’, ya que
confiere especificidad de unién al DNA (Fig. 4) en proteinas de homeodominio
individuales (Wolberger, 1996). El motivo estructural del homeodominio esta
altamente conservado en todas las especies, desde levaduras hasta humanos
(Banerjee-Basu et al., 2003).

Fig. 4. Estructura TF de
homeodominio, las hélices | y
I se encuentran paralelas
entre si, frente a la tercera
hélice de reconocimiento al
DNA (azul dominio C-terminal,
de rojo dominio N-terminal)
(Wolberger, 1996; Rose et al.,
2018).
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Los bHLH constituye una de las mayores familias de TF (Ledent & Vervoort, 2001).
En animales, los bHLH participan en la deteccion de sefales ambientales, en la
regulacion del ciclo celular y los ritmos circadianos, asi como en la regulacién de
diversos procesos esenciales del desarrollo, que incluyen la determinacion de la
neurogénesis (Atchley & Fitch, 1997; Stevens et al., 2008). Estructuralmente se
componen de dos hélices a anfipaticas que consisten principalmente en residuos
hidrofébicos unidos por una region bucle mas divergente tanto en longitud como
en secuencia primaria (Fig. 5). El dominio HLH promueve la interaccion proteina-
proteina que permite la formacién de complejos homodiméricos o heterodiméricos
(Carretero-Paulet et al., 2010).

Fig. 5. Estructura del dominio
bHLH en complejo con DNA (azul
dominio N-terminal, de rojo
dominio C-terminal) (Shimizu et
al., 1997; Rose et al., 2018).

Los TF con dedos de zinc (ZF) tiene funciones muy diversas entre las cuales
incluyen reconocimiento de DNA, empaquetamiento de RNA, activacion
transcripcional, regulacion de la apoptosis, unidon de lipidos, plegamiento y
ensamblaje de proteinas (Hall, 2005). Se ha definido que los ZF contienen un
dominio funcional que requiere la coordinaciéon de cisteinas a uno o mas iones de
zinc para estabilizar su estructura (Laity et al., 2001). Estos varian ampliamente en
estructura (Fig. 6), asi como en funcion; que va desde la union de DNA o RNA a
interacciones proteina-proteina y asociacion de membrana. Recientemente se ha

reconocido un distinto ZF con dos cisteinas y dos histidinas como el primer
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miembro de una familia en rapida expansion de motivos de unién de zinc (Lu et al.,
2003).

0

Fig. 6. Estructura del complejo TF-
DNA. El TF presenta una estructura de
tres dedos de zinc (gris) que rodea al
DNA (naranja), los residuos N-
terminales de las hélices a entran en
contacto con las bases. En rosa se
muestran los iones de zinc (Elrod-
Erickson et al., 1996; Rose et al., 2018).

Los receptores de hormonas nucleares (NHR) que se encuentran en
practicamente todos los tejidos y comprenden la clase mas grande de TF en
animales. Los procesos que regulan los NHR son el desarrollo embrionario, el
crecimiento, la diferenciacion celular, la homeostasis metabolica y la reproduccion
(Gillies et al.,, 2008). Estructuralmente, los NHR pueden subdividirse en tres
clases: La clase 1 incluye los receptores clasicos para las hormonas esteroides,
como los receptores de glucocorticoides, andrégenos (Fig. 7), progesterona,
estrogenos y mineralocorticoides (Keppler et al., 2011). Los receptores de clase 1
estan unidos a proteinas de choque térmico y no interactian con el DNA promotor
independiente del ligando. Tras la union del ligando, esta clase de receptores se
une directamente y con alta afinidad al DNA como homodimeros (Claessens &
Gewirth, 2004). La segunda clase se une a las hormonas no esteroides, que
incluyen el receptor de acido retinoico, receptor de la hormona tiroidea, receptor
de vitamina D y los receptores que se unen a diversos productos lipofilicos como
los acidos grasos y las prostaglandinas. Estos receptores se unen a repeticiones
directas como heterodimeros con otro receptor nuclear, el receptor retinoide X
(RXR), esta clase de receptores esta en el nacleo y se une al DNA en ausencia de
ligando (Keppler et al.,, 2011). La tercera clase de NHR son los “receptores
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huérfanos” siendo TFs que tienen una estructura similar a otros NHR, pero no se

conocen sus ligandos asociados (Xie & Evans, 2001).

»

«i S 7‘ ‘ Fig. 7. Estructura cristalina
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Los TF con cajas HMG codifican para proteinas del grupo de alta movilidad HMG-
[, HMG-Y y HMG-C, participan en numerosos procesos biologicos entre ellos:
transcripcion, replicacion, integracion retroviral, recombinacion genética esto
debido a su capacidad para reconocer y alterar la estructura de sustratos de DNA
y cromatina (Reeves, 2000). In vitro e in vivo, las proteinas HMG-Y se unen
preferentemente al surco menor estrecho de regiones de DNA ricas en AT por
medio de motivos peptidicos altamente conservados. In vitro, las proteinas HMG-Y
tienen la capacidad de unirse selectivamente a estructuras de DNA distorsionadas
y de doblar, desenrollar y sobreenrollar cadenas de DNA. La sobreexpresion
transcripcional de los genes HMG-I, HMG-Y y HMG-C estad altamente
correlacionado con la proliferacion celular y la transformacion neoplasica en varios

tipos de células y tumores humanos (Giese et al., 1991).
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El dominio esta bien conservado y consta de tres hélices a dispuestas en forma de
L (Fig. 8). Este pliegue es mantenido por un nucleo hidrofébico mayor y dos
menores, el primero consiste en tres residuos aromaticos. La disposicion relativa
de estos tres residuos se mantiene en todas las estructuras con dominios HMG
(Weir et al., 1993; Travers, 2000). La superficie céncava del dominio HMG
contacta con el surco menor del DNA. Ademas, tanto los dominios HMG
especificos de secuencia como los no especificos de secuencia exhiben una
fuerte preferencia por la unién a estructuras de DNA distorsionadas, DNA circular

y DNA superenrollado (Travers, 2000).

Fig. 8. Estructura cristalina
del dominio HMG1 (gris) en
complejo con DNA (naranja)
(Ohndorf et al., 1999; Rose et
al., 2018).

La familia bZIP se une a una gran variedad de elementos de respuesta (Seldeen
et al.,, 2008) y comparten una arquitectura modular central compuesta por un
conjunto de dos hélices a especificas dentro del segmento largo de cierre basico
de leucinas (ZIP) flanqueado por un dominio de transactivacion (TA) en el extremo
N-terminal o C-terminal (Seldeen et al., 2010). El dominio ZIP est& precedido por
dos subdominios funcionales bien definidos denominados regién basica (BR), que
funciona como unién al DNA (Berger et al., 1998; Pogenberg et al., 2014) a través
de interacciones entre los lados hidrofébicos de sus hélices en las regiones

promotoras (Fig. 9). El ZIP contiene una repeticion heptada de leucina u otros
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aminoacidos hidrofobicos voluminosos como isoleucina, valina, fenilalanina o
metionina (Jakoby et al., 2002; Seldeen et al., 2010) que se posiciona
exactamente en nueve aminoacidos hacia el dominio C-terminal creando una
hélice anfipatica altamente conservada. La capacidad de formar homo vy
heterodimeros esta influenciada por la atraccion electrostatica y la repulsion de
residuos polares que flanquean la superficie de interaccion hidrofobica de las
hélices (Jakoby et al., 2002).

La capacidad de formar heterodimeros para unirse a una hélice enrollada dimérica
subyace en la base de su especificidad y diversidad para el reconocimiento de un
amplio espectro de elementos promotores con alta selectividad. Por ejemplo, la
familia humana bZIP se compone de 53 miembros distintos (Droge-Laser et al.,
2018), lo que implica que hay potencialmente més de 2000 dimeros bZIP distintos

para el reconocimiento (Seldeen et al., 2010).

Una familia importante en los bZIP son los factores de transcripcion v-maf
fiborosarcoma musculoaponeurotico aviar oncogen homoélogo protooncogen (MAF,
del inglés v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog
protooncogene) que se dividen en dos subgrupos: las proteinas MAF grandes y
proteinas MAF pequefias. Las proteinas MAF grandes, por ejemplo MAFB,
contienen entre 236-370 aminoacidos y se caracterizan por la presencia de un
dominio N-terminal que permite la activacion transcripcional. Las pequeias
proteinas MAFK, MAFF y MAFG, contienen 149-162 aminoacidos y carecen de

dominios de activacién (Wang et al., 1999).
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Jun Fos

Fig. 9. Estructuras bZIP del heterodimero Jun-Fos. (a) El dominio ZIP se muestra
en turquesa y BR en morado. (b) dominios bZIP de Jun-Fos en complejo con el
sitio TRE (amarillo). (c) heterodimero Jun-Fos en complejo con el sitio CRE
(amarillo). El recuadro muestra las interacciones intermoleculares entre los
residuos basicos criticos (verde) y las bases de DNA (gris) mas los fosfatos del
esqueleto (amarillo) (Seldeen et al., 2008).
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1.4. MAFB

El TF MAFB (v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein b)
es miembro de la familia MAF de tipo bZIP que se unen a elementos de
reconocimiento de MAF (MARE) y que incluye una extension de tres bases del
motivo CRE/TRE (Kataoka et al., 1994). El gen MAFB se expresa en células
pancreaticas a y B, podocitos del glomérulo renal, rombémero 5 del cerebro
posterior embrionario, timo, glandula paratiroides y cuticulas capilares (Eychéne et
al., 2008; Sultana et al., 2009). También desempefia un papel fundamental en la

regulacion de la hematopoyesis (Tran et al., 2017).

El gen MAFB humano, se localiza dentro del cromosoma 20, bandas q11.2—q13.1.
El marco de lectura abierto (ORF) del gen MAFB humano contiene un solo exén y
no contiene intrones (intronless), el gen abarca aproximadamente 3 kilobases y
codifica para una proteina con 323 aminoacidos (aa), la proteina tiene 84% de
identidad y 92% de similitud con la proteina de roedores (Wang et al., 1999). En
términos estructurales, la proteina contiene un dominio de activacion
transcripcional predominante de prolinas, serinas y treoninas en el N-terminal (aa
1-110); seguido de una region de homologia extendida (EHR), que se pliega en
un pequefio dominio de tres hélices o hélice-giro-hélice (aa 211-237) que
contribuye a la especificidad de unién a DNA de la proteina (Kataoka et al., 1996).
El siguiente dominio representa la BR que se une al surco principal de cada sitio
por medio del enlace T-MARE (aa 238-261). El ultimo segmento forma la region
ZIP que establece el ensamblaje homodimérico (residuos 262—305) ubicado en el
C-terminal (Fig. 10). El ZIP y el BR, constituyen la regién béasica estructural del
bZIP, que se pliega en una hélice larga e ininterrumpida de 75 aa con mas de 20

vueltas helicoidales (Wang et al., 1999; Pogenberg et al., 2014).
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Fig. 10. Organizacion estructural y funcional de MAFB. A) se muestra la region
g11.2-13.1 del cromosoma 20 en la cual se localiza el gen MAFB. B) cDNA de un
solo exdn. C) la proteina contiene los dominios EHR, BR y ZIP. D) se indican los
segmentos estructurales ZIP, BR y EHR en unién con el DNA (azul dominio N-
terminal, de rojo dominio C-terminal) (Pogenberg et al., 2014; Rose et al., 2018).
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El gen MAFB es altamente expresado en el mesénquima del GT masculino
durante la formacion uretral (Nishida et al., 2008). Estudios recientes sugieren que
Mafb se requiere para la masculinizacion uretral embrionaria dependiente de
andrégenos (Fig. 11 A). Los embriones de ratones Knockout (KO) de Mafb
masculinos exhiben fenotipos similares a los de hipospadias humanas, en los que
el prepucio no se fusiona a lo largo de la linea media ventral (Fig.11 B, flecha
roja). Ademas, el analisis histolégico revelé que los GT masculinos mafb KO
exhibian formacién uretral defectuosa (Fig. 11 C-H). Es de destacar que el tamafio
del GT masculino en KO fue similar al de los machos de tipo silvestre, a pesar de
la presencia de defectos uretrales graves (Fig. 11 A y B). Estos resultados indican
gue los procesos de masculinizacion embrionaria que regulan el tamafio de los
organos son independientes de las funciones de MAFB. Ademas, la exposicion al
androgeno en ausencia de MAFB no logra masculinizar la uretra. Todo en
conjunto, los resultados indican que MAFB es un gen de masculinizacion esencial

para la formacion embrionaria de la uretra controlado mediante andrégenos.
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| WT macho | | Mafb KO macho |

DDE 18.5

Mafb KO macho WT hembra

DDE 19.0

DDE 18.5

Fig. 11. MAFB es esencial para la masculinizacion de la uretra, pero no para la
masculinizaciéon del tamafio del GT (A y B). Tincion H&E (C — E) de machos de
tipo silvestre (WT), machos Mafb KO y hembras WT en 19.0 dias de desarrollo
embrionario (DDE). F—-H apariencia de machos WT, mafb KO machos y hembras
WT en DDE 18.5. Region perineal A y B, flecha roja en B indica la formacion
uretral defectuosa en GT masculinos Mafb KO. Flecha amarilla en C, uretra
tubular. Lineas discontinuas en C — E, borde epitelial-mesenquimal (Suzuki et al.,
2014).
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1.5. Desoérdenes del desarrollo sexual

Los desordenes del desarrollo sexual (DSD) son definidos como condiciones
congénitas en las que el desarrollo del sexo cromosomico, gonadal o anatémico
es atipico (Hughes et al., 2006). El diagnostico molecular establece la causa
genotipica (hereditaria) de DSD en pacientes con cariotipo 46,XY o 46,XX (Fig 12,
Ay B).

Los DSD asociados a cromosomas sexuales son ejemplificados por (Fig 12, C);
sindrome de Turner (45,X0) caracterizado con la pérdida completa o parcial de un
cromosoma X y el sindrome de Klinefelter (47,XXY) con la adicién de un
cromosoma X (Heard & Turner, 2011). El sindrome XYY, asociado con la adicién
de un cromosoma Y (comunmente 47,XYY, nacimientos masculinos vivos 1:1000)
y el sindrome XXX, asociado con la adicion de un cromosoma X (comunmente
47,XXX, 1:1000 nacimientos vivos de mujeres) (Green et al., 2019).

Los DSD 46,XY se caracterizan clinicamente por presentar genitales externos
ambiguos o femeninos, causados por una masculinizacién intrauterina incompleta
e hipospadias aisladas (Mendonca, 2009). Por lo tanto, estos se clasifican como
defectos de la determinacion testicular, defectos en la sintesis de andrégenos o su
accion (Vilela et al., 2007), defectos en la AMH o su receptor (AMHR) (Ogata et
al., 2009). Los DSD 46,XX son desordenes del desarrollo gonadal ovarico como
DSD ovotesticular, exceso de andrégenos fetales, deficiencia de aromatasa y
P450 oxidoreductasa (Lee et al., 2006).

Las hipospadias son definidas como una alteracion en la abertura uretral del pene
y son clasificadas en tipo anterior, medio y posterior. La ambigtiedad genital afecta
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aproximadamente al 0.5% de los recién nacidos masculinos (Baskin & Ebbers,
2006). Las hipospadias son causadas principalmente por defectos androgénicos y
aparece como una anomalia aislada o en asociacidn con otras anomalias
genitales como micropene y criptorquidia. A la fecha, aunque se han realizado
analisis de mutaciones para multiples genes implicados en los efectos de
androgenos, como SRD5A2 y NR3C4, las mutaciones patolégicas se han
identificado solo en una porcién muy pequefia de pacientes (Ferraz-de-Souza &
Achermann, 2008). Estos reportes son consistentes y dejan en claro que las
hipospadias son una condicién altamente heterogénea sujeta a multiples factores
genéticos. Al respecto, se han identificado varios genes candidatos como ATF3,
FKBP52, FGFR2, FGF8, FGF10, BMP7, ESR1 y ESR2 (Ogata et al., 2009).

A)
46, XY DSD
Desodrdenes del Desodrdenes en Desodrdenes de la Sindrome Desordenes no
desarrollo gonadal la sintesis de accion androgénica persistente del clasificados
androgenos conducto de Miiller

= Disgenesia ——
gonadal parcial || * Asociados Unicamente con Insen5|b!I|dad a Debido a mutaciones || = Hipospadias
o completa defectos de biosintesis de los andrégenos o deficiencias en de origen
» Regresionde andrégenos (mutaciones o completay AMH y AMHR2 desconocido
los testiculos deficienciasen HSD17B3 parcial = Epispadias
= Formas y SRD3A2, por ejemplo) = Trastornos
sindromicas = Asociados con hiperplasia sindrémicos
suprarrenal congénitay complejos
defectos de biosintesis de
andrégenos tempranos

(mutaciones y/o
deficienciasen STAR
CYP11A1, HSD3B2, POR
y CYP17A1)

= Asociados con
insuficienciaplacentaria o
disrupcién endocrina

= Formas sindrémicas (por
ejemplo, Smith Lemli
Opitz)
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B)

Desérdenes del
desarrollo gonadal

= (Ovo) DSD testicular

= Formas monogeénicas de
insuficienciaovarica primaria,
mutacionesen genes
implicados en el desarrollo
gonadal (ovarico); por
ejemplo NRSA1y WT1

= Formas sindromicas

46, XX DSD
Trastornos del exceso de Desordenes no
andrégenos clasificados

» Deficiencia de aromatasa « Sindrome MRKH tipo | y Il
(CYP19AT) » Trastornos sindromicos
* Hiperplasia suprarrenal complejos

congeénita (mutacionesy /o

deficienciasen CYP21A2,

HSD3B2, CYP11B1y POR
» Latrogénico

C)

DSD en cromosomas

sexuales
45, X 47, XXY 45,X/46,XY y 46,XX/46,XY
Sindrome de Turner Sindrome de Klinefelter » Disgenesia gonadal mixta
y variantes y variantes * Quimerismo

Fig. 12. Clasificacion de los DSD en pacientes con cariotipo 46,XY (A). DSD en

pacientes con cariotipo 46,

XX (B). DSD en cromosomas sexuales, Sindrome de

Turner, Klinefelter y disgenesia gonadal mixta (C).
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2. Justificacion

Estudios recientes en ratones han identificado al gen Mafb como un factor de
transcripcion esencial para masculinizacion y formacién de la uretra embrionaria.
Los ensayos demostraron que los genitales externos de los machos Knockout
para Mafb exhiben defectos en la formacion de la uretra. En humanos, la etiologia
molecular para explicar las malformaciones uretrales definidas como hipospadias
es poco conocida; por lo tanto sugerimos que el gen MAFB puede ser un posible
candidato para investigar estas anormalidades embrionarias. Por tales motivos en
esta investigacion se realizaran ensayos moleculares para identificar mutaciones
en el gen MAFB en pacientes de origen mexicano con cariotipo 46,XY vy

fenotipificados clinica y Unicamente con hipospadias aisladas.
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3. Hipotesis

Si el gen Mafb de ratones es importante para la masculinizacion de la uretra, por
consiguiente el gen MAFB en humanos podria ser un factor responsable de la

masculinizacién uretral embrionaria y estar relacionado a hipospadias.
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4. Objetivo general

Identificar y determinar la contribucién del gen MAFB como causa molecular de
desérdenes de desarrollo sexual 46,XY asociados a hipospadias aisladas.

Objetivos particulares

e |dentificar mutaciones en el gen MAFB de 24 pacientes 46,XY fenotipicados

clinica y exclusivamente con hipospadias aisladas.

e Analizar mediante secuenciacion la region codante del gen MAFB en
individuos con desorden de desarrollo sexual 46,XY asociados a

hipospadias aisladas.

e Se utilizaran bases de datos para diferenciar la presencia entre posibles

polimorfismos y mutaciones del gen MAFB.
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5. Metodologia

Pacientes

Se utiliz6 DNA genomico (gDNA) de 24 pacientes (nifios de 3 meses a 9 afios de
edad) 46,XY de diferentes regiones de México diagnosticados al nacimiento Unica
y exclusivamente con hipospadias aisladas. El diagndstico de las hipospadias se
bas6 en el examen fisico. Clinicamente los pacientes no presentaron otras
enfermedades o alteraciones endocrinas. Nosotros obtuvimos el consentimiento
informado para estudiar las muestras biolégicas a partir de DNA gendmico
(gDNA), por lo tanto cualquier determinacion hormonal fue excluida. EI Comité de
Etica Institucional para la Investigacién en Humanos aprob6 el protocolo para esta
investigaciéon (BRE-556-13/16-1). Como estudios iniciales se incluyeron los genes
NR3C4, SRD5A2, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4, HSD17B6 y HSD17B3.

Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este proyecto de investigacion son grado biologia
molecular y son descritos en el anexo. Todo el material se esterilizd por autoclave

o por filtracion.

5.1. Extraccion de gDNA

Se extrajeron 10 mL de sangre periférica de pacientes y controles, la muestra se

coloco en tubos conicos de 50 mL con 200 pyL de EDTA 0.5 M pH 8 y se mezclo
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por inversion. Los tubos se colocaron en hielo y se llevaron a 35 mL con solucién
fria de sacarosa-triton 2X. Se llevé a un volumen final de 50 mL con agua estéril,
desionizada y destilada (ddH,0), se mezclé por inversibn. Las muestras se
dejaron sobre hielo durante 10 minutos (mezclando en repetidas ocasiones por
inversion). Para obtener el precipitado celular las muestras se centrifugaron a
1000 xg por 15 minutos a 4°C. De manera cuidadosa se decanto el sobrenadante.
El precipitado se lavo con 5 mL de solucién de sacarosa-tritbn 1X con posterior
centrifugacion a 1000 xg por 15 minutos a 4°C. El precipitado se resuspendi6 en 3
mL de solucion de lisis nuclear, con 108 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al
20% y 100 pyL de proteinasa K, se mezclé y se colocd en una incubadora con
agitacion a 50°C aproximadamente 2 horas. El contenido se transfirio a tubos
conicos estériles de 15 mL y se agreg6 1 mL de NaCl saturado, se agitd
vigorosamente durante 15 segundos y se centrifugaron a 1000 xg durante 15
minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirio a tubos conicos de
15 mL estériles a los cuales se agregaron 2 volumenes de etanol frio y se mezclo
por inversién hasta que el gDNA se precipitd. Se extrajo el gDNA precipitado con
una pipeta Pasteur sellada y se lavé con etanol al 70% durante 30 segundos. El
gDNA se extrajo y se dejé secar por 30 segundos a temperatura ambiente. El
gDNA adherido a la pipeta Pasteur se resuspendié en 400 pL de solucion TE. Se
agitdé suavemente hasta que se desprendiera de la misma. Se dejo disolver el
gDNA a temperatura ambiente. La pureza y concentracion de la muestra se
cuantifico espectrofométricamente (260/280 nm) en un espectrofotometro (DU®
650, Beckman, Fullerton, CA, USA.
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5.2. Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)

Se realiz6 un PCR para amplificar el gen MAFB (NM_005461.4), para ello se
utilizaron 4 oligonucleétidos especificos para la amplificacién. La region 5° (748
pares de bases) se amplificé con los oligonucleétidos HSFB1 y HSFB2, para la
region 3° (563 pares de bases) se utiliz6 HSFB3 y HSFB4, de tal manera que
comparten una region de traslape de 40 pares de bases entre estos amplicones.
Los oligonucledtidos se disefiaron utilizando el programa IDT con las condiciones

establecidas en la Tabla 1 (https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index):

Tabla 1. Secuencia y caracteristicas de los cuatro oligonucle6tidos utilizados para
amplificar por PCR la region 5" (HSFB1 y HSFB2) y 3" (HSFB3 y HSFB4) el gen
MAFB de humano.

HSFB1 5°"CCAGCTCTTCTCCGCTCTT 3’ 57.9 748 pares de bases
HSFB2 3'GAGCTGGTCGTCGGAGAA Y’ 61.1

HSFB3 5"GCAACAGCTGCCCACTA 3 58.8 563 pares de bases
HSFB4 3'CCTCTCGCTCAAGTCAAACAY 50

Determinacion de parametros de amplificacion por PCR

Para determinar los parametros ideales en la amplificacion del gen MAFB in vitro,
se hicieron ensayos con diversas temperaturas en el alineamiento o union de los
oligonucledtidos, las temperaturas fueron: 58°C; 60°C; 62°C y 64°C. Asi como
también se realizaron ensayos modificando la concentracion de MgCl, a 2.5 mM y
2.0 mM.
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Establecidas las condiciones 6ptimas de temperatura de alineamiento de los
oligonucledtidos y concentracion de MgCl, se procedio a realizar el PCR en un
termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems; Foster City, CA,
EUA). La Tabla 2 muestra los reactivos utilizados para cada reaccion de PCR, asi
como concentraciones y sus respectivos volimenes, mientras que la Tabla 3

presenta las condiciones de la reaccion de PCR.

Tabla 2. Reactivos empleados para amplificar por PCR la region 5° (HSFB1 y
HSFB2) y 3" (HSFB3 y HSFB4) del gen MAFB. Desoxirribonucleétido trifosfato
(dNTP’s, del inglés deoxyribonucleotide triphosphate), Cloruro de magnesio
(MgCl,), dimetilsulfoxido (DMSO).

H,Odd 9.8
Solucion amortiguadora 5X 4.0 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 0.25 mM
HSFB1/HSFB3 (20 uM) 0.5/0.5 0.5 UM
HSFB2/HSFB4 (20 pM) 0.5/0.5 0.5 uM
GoTaq [5 U/uL] 0.2 0.05 U/uL
MgCl,[25 mM] 2.0 2.5mM
DMSO 20% 1.0 1%
gDNA 1.5
Volumen total 20
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Tabla 3. Condiciones de amplificacion de los fragmentos del gen MAFB de
humano.

1 94°C / 3 min
30 94°C/30s 62°C/30s 72°C/30s
1 72°C /3 min

5.3. Purificacién de gDNA mediante electroelucion

Terminada la reaccién, los productos de PCR se sometieron a electroforesis para
lograr la separacion de los fragmentos amplificados, para esto se tomaron los 20
uL de reaccion y se le afiadié 12 yL de solucion de carga (Flexi buffer 5X Green
GoTag® de PROMEGA, Madison, WI, EUA), se mezclaron y se colocaron en un
gel de agarosa al 1% tefiido con 0.7 pL de bromuro de etidio. Las reacciones se
compararon y se analizaron con un marcador de peso molecular de 100 pares de
bases (DNA Molecular Weight Marker XIV de ROCHE®, Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, EUA). Se dej6 correr la electroforesis en una solucién TBE 0.5X a
100 Volts durante 50 minutos. Transcurrido el tiempo, se visualizé en un
transiluminador con UV identificando las bandas de interés de acuerdo a su
tamafo esperado (aproximadamente de 750 pares de bases de la region 5" y 560

pares de bases de la region 37).

Las membranas de dialisis 7 kD Spectra/Por® de Spectrum Laboratories, Inc,
Broadwick Street, CA, EUA) se lavaron mediante ddH,O y equilibradas en TBE
0.5X. Se colocaron las muestras en las membranas y se les adicionaron TBE 0.5X
hasta cubrir la muestra. La separaciéon de los amplicones del fragmento de
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agarosa se realizé dentro de una camara de electroforesis y se dejé correr a 100

volts durante 15 minutos. El amplicon se recupero de la solucion de TBE 0.5X.

La purificacién de las muestras se llevo a cabo en columnas Ultra-4 centrifuga
(filter unit, 10kDa de Amicon®, Merck Millipore Ltd, Darmstadt, Alemania). Se
adicionaron 4 mL de ddH,0. Se centrifug6 a 4000 xg durante 20 min. Transcurrido
el tiempo, se procedié a eliminar el centrifugado y se recuperd el sobrenadante
almacenandolo en tubos Eppendorf de 0.5 mL a 4°C para su posterior analisis de

concentracion y pureza por método espectrofotométrico.

Se realiz6 una electroforesis con la finalidad de evaluar que tan eficiente fue el
proceso de purificacion, para ello se prepard un gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio. Se requirieron de 5 pL de la muestra y 3 uL de la solucion de
carga (Flexi buffer 5X Green GoTag® de PROMEGA, Madison, WI, USA). Las
muestras se compararon con un marcador de peso molecular de 100 pares de
bases (DNA Molecular Weight Marker XIV de ROCHE®, Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA), se dejo correr el gel en amortiguador TBE 0.5X a 100 volts

durante 60 minutos.

Transcurrido los 60 minutos, se procedid a la visualizacion del gel en un
transiluminador con UV (BIO-RAD, Molecular imager® ChemiDoc™ XRS+

Imaging System) y se analiz6 con el software Image Lab™ version 4.1.
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5.4. Secuenciacion

Una vez obtenidas las muestras purificadas, se procedié a utilizar el estuche de
secuenciacion BigDye Terminator v3.1 Cycle Secuencing (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), a cada una de las muestras se les realiz6 un PCR, la Tabla

4 presenta los reactivos y volumenes empleados por cada reaccion.

Tabla 4. Reactivos empleados en secuenciacion.

Big Dye Terminator reaction Mix 2.0
Big Dye Solution 5X 1.0
ddH,O 5.0
Primer 1.6 pmol 1.0
DNA (100 ng/ul) 1.0
Volumen final 10

Las muestras se colocaron en un termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), las condiciones que presento el
programa para esta reaccion fueron: 1 ciclo a 95°C por 1 min, 35 ciclos a 96°C
durante 10 segundos, 50°C por 5 segundos y 60°C por 4 minutos, finalmente 1
ciclo a 4°C.

El producto de PCR se purificé utilizando 45 pL de solucion SAM y 10 pL de
solucion BigDye XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Posteriormente se agitaron las muestras durante 30 minutos y se
centrifugaron por 2 minutos a 1000 xg en una microcentrifuga modelo 5415 C de

Eppendorf, se recuperd el sobrenadante y se colocé en tubos Eppendorf estériles.
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Los productos amplificados y purificados se analizaron en un secuenciador ABI
PRISM™ 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Finalmente, los resultados se analizaron por medio del software Chromas Lite 2.6.

Los productos de secuenciacién se leyeron en ambos sentidos por triplicado.
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6. Resultados

La secuencia del gen MAFB esta conformado por 969 nucle6tidos con un unico
exén que comprende todo el marco de lectura abierto que codifica para la
proteina. Por tal motivo el gen se dividié en dos regiones de 750 (region 57) y 560
pares de bases (regién 37). Cada oligonucledtido estuvo caracterizado por una
longitud de 18-24 pares de bases y un contenido de GC del 50-60% que
proporcion6é una temperatura de alineamiento del oligonucleotido 6ptima de 55-
65°C. La temperatura 6ptima de alineamiento del oligonucle6tido se determiné
mediante un gradiente de temperatura a 58°C; 60°C; 62°C y 64°C (Fig. 13). En el
amplicdn correspondiente al extremo 3” se observa un decremento de intensidad
de la banda conforme aumenta la temperatura, en el extremo 5" se observa que la
mayor amplificacion de la region 5 fue a una temperatura de 62°C por lo que se
determind esta temperatura para la amplificacion del gen MAFB, se realizé un
ensayo variando la concentracion de MgCl, a 2.5 mM y 2.0 mM observando un

mejor desempenfio de la Taq polimerasa a una concentracion de 2.0 mM de MgCls.

(a) MgCl, a 2.5 mM

Region §° Region 3’

58°C 60°C  62°C  64°C  58°C 60°C 62°C  64°C
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700
600
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400
300
200

100
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(b) MgCI2 a2.0mM

Region 5°

Fig. 13. Determinacion experimental de los parametros de amplificacion para las
regiones 5y 3": Temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos mediante
gradiente de temperaturas a 58°C; 60°C; 62°C y 64°C. Se realizaron ensayos
modificando la concentracion de MgCl, a 2.5 mM (a) y 2.0 mM (b). MPM=
marcador de peso molecular de 100 pares de bases. La electroforesis se realizo
en geles de agarosa al 1 %.

Determinados los parametros de amplificacion se realiz6 la reaccion de PCR con
las condiciones de la Tabla 2 se amplificé la regién 3" y 5" de cada uno de los 24
pacientes. Los productos de PCR resultaron ser del tamafio esperado de 750 y
560 pares de base (Fig. 14). Esto se pudo comprobar al comparar los productos

con un MPM de 100 pares de bases.
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Regiéon 5° Regién 3°

Fig. 14. Productos de PCR comparado con un MPM de 100 pares de bases, con

electroforesis en geles de agarosa al 1 %.

Se realiz6 una electroforesis para corroborar que los resultados de la purificacion
para cada fragmento 5" y 3" (Fig. 15) sean correctos con los tamafios esperados
de los amplicones del gen MAFB en los 24 pacientes y sin presentar productos

inespecificos.
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Fig. 15. Purificacion de los fragmentos 5° y 3" de 4 pacientes 46,XY-hipospadias
mediante electroelucion y columnas Amicon Ultra 4K. Electroforesis en geles de

agarosa al 1 %. MPM= marcador de peso molecular de 100 pares de bases.
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Terminada la purificacion de los 2 fragmentos 5’y 3" (Fig. 16). De cada uno de los
24 pacientes, se procedio a la secuenciacion, cada fragmento fue secuenciado en
direccion 5° a 3°, cada par de secuencia coincide en una region de
aproximadamente de 40 pares de bases obteniendo asi el exdn completo de cada
paciente. Para realizar una corroboracion del orden de los nucledtidos, las
regiones también fueron secuenciadas de direccion 3" a 57, dando el total de 96

secuencias analizadas.

ATGGCC GC GG AGC T GAGCATG GGG CCAGAGCTGCCCACCAGCCCGCTGGC

/-

G ATCTGTAC T GGATGGCGA GCAAC TACCAGC AGATG AA CCCC GAGGCGC TCAACC TGACG CCC GAGG

\\ i ‘n’& W ‘ "‘ WA \W\A

ACGCGGTGGAAGCGCTCA TCGGCTCGC A CCC AGTGCCACAGCCGCTGC AAAGCTTCGACAGCTTT CGCG
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Fig. 16. Electroferograma representativo del gen MAFB de un paciente 46,XY con
hipospadias. La figura muestra la secuencia nucleotidica completa de tipo silvestre

para los pacientes y controles.

Con el disefio de los oligonucleétidos se obtuvo un total de 1150 pares de bases
en cada uno de los 24 pacientes (nifios de 3 meses a 9 afios de edad) 46,XY de
diferentes regiones de Meéxico diagnosticados al nacimiento Unica Yy
exclusivamente con hipospadias aisladas. La secuenciacion completa del exén de
los 24 pacientes present6 una similitud del 100% de identidad con la secuencia de
MAFB reportada en el banco de datos de NCBI con el ndmero de registro
NM_005461.4.
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7. Discusién

La diferenciacion sexual, como la masculinizacion embrionaria de los genitales
externos, es uno de los procesos esenciales en la formacion de las estructuras
reproductoras masculinos. Los andrégenos regulan la masculinizacion de los
genitales internos y externos, asimismo el crecimiento y desarrollo de la uretra
masculina en mamiferos. Sin embargo, a pesar de los multiples estudios para
comprender los mecanismos génicos que controlan los procesos de

masculinizacion, multiples factores aun son desconocidos (Suzuki et al., 2014).

Se ha reportado que la escasa exposicion a andrégenos provoca la falta de
masculinizaciéon de GT. Por lo tanto, el momento adecuado de la exposicidon
embrionaria al andrégeno es esencial para inducir la masculinizacion de GT
(Miyagawa et al., 2009; Welsh et al., 2008). En el feto masculino humano, se ha
descrito un aumento significativo de la concentracion de T a la semanas 8 a lal4.
Asimismo el cierre uretral a lo largo de la linea media del GT para la formacién de
la uretra se ha observado alrededor de la semana 9.5 a la semana 16.5 de
gestacion (Kim et al., 2002; Li et al., 2015). Las acciones generadas por los
androgenos estan reguladas a través del AR. En este sentido, los estudios
recientes sugieren que las acciones de andrégenos son esenciales para la

masculinizacién de GT (Miyagawa et al., 2009).

Un estudio reciente en ratones indicd que el factor de trascripcion Mafb es una
proteina esencial para la masculinizacién uretral embrionaria. La expresion de
Mafb fue reportada como predominante en el desarrollo de los genitales externos
masculinos, impulsando la masculinizaciéon de la formacion de uretra embrionaria
de una manera dependiente de andrégenos. Los genitales externos de los machos

KO para Mafb exhibieron defectos uretrales. Los datos en conjunto sugirieron que
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el factor Mafb podria estar asociado a hipospadias en humanos (Suzuki et al.,
2014).

Actualmente no existen estudios especificos sobre el gen MAFB en humanos, por
lo tanto en este estudio nos enfocamos en realizar ensayos de analisis molecular y
secuenciacion en el gen MAFB que codifica para un factor de transcripcion de
cierre de leucinas, esto con la finalidad de establecer si las alteraciones génicas

son las causantes de DSD en pacientes 46,XY con DSD asociados a hipospadias.

La amplificacion de los dos segmentos del gen MAFB mediante PCR mostro el
tamano esperado de aproximadamente 750 y 560 pares de bases, descartando la
presencia de duplicaciones, inserciones o deleciones por un amplio nimero de
pares de bases. Adicionalmente, se observaron bandas Unicas sin fragmentos

inespecificos.

Este estudio fue enfocado hacia la busqueda de mutaciones del gen MAFB de
humanos, que a su vez causaria una modificacion estructural en la proteina. La
secuenciacion completa del exéon dio como resultado los 969 nucleétidos,
descartando asi la presencia de una posible mutacion por insercion o delecion de
nucledtidos. En cada paciente se verifico la lectura de la secuenciacion y se
determiné la similitud del 100% con la secuencia de los controles sanos, por lo
tanto se excluyé la presencia de mutaciones polimorfismos. Ademas, el exdn de
los 24 pacientes fue comparado con la secuencia de MAFB reportada en el banco
de datos de NCBI con el namero de registro NM_005461.4 y se determind la
ausencia de mutaciones (Wang et al., 1999).
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En el supuesto caso de presentarse una mutacion que provoque un cambio de aa
en los dominios EHR o BR del MAFB humano, se afectaria el reconocimiento al
RE y la especificidad de union del TF-DNA (Kataoka et al., 1996), disminuyendo
de manera considerable la eficiencia con la que la RNA polimerasa Il se une e
inicie la transcripcion (Berger et al., 1998). Alteraciones en la region ZIP cambiaria
las interacciones electrostaticas afectando el ensamblaje y la formacion del
homodimero bZIP descrito por Pogenberg en 2014. Al no encontrar alteraciones o
variaciones génicas en la region de codante del gen MAFB de los 24 pacientes
analizados en este estudio, deja en claro que el gen presenta una escasa relaciéon

como factor de desorden de desarrollo sexual en pacientes 46,XY- hipospadias.

En la region codante de diferentes genes (NR3C4/AR, SRD5A2 y SOX9), multiples
mutaciones han sido asociadas a pacientes con hipospadias. Ademas, también se
han informado sitios de mutacion fuera de la region codante, incluidas las regiones
no traducidas (UTR). Como el reportado en el factor de transcripciéon activado 3
(ATF3), afectando principalmente en la regulacion de la transcripcion con el
promotor. Sin embargo, la mayoria de estos mecanismos de regulacion génica
siguen sin estar claros (Beleza-Meireles et al., 2008). Varios de estos cambios en
la region intrénica no afectan al fenotipo ya que el RNA producto de la
transcripcion necesita modificaciones, conocidas como procesamiento del RNA,
uno de ellos es la unién de los exones y la eliminacién de los intrones conocido
como corte y empalme (en inglés splicing) realizado por el espliceosoma para
formar el MRNA maduro. Otros dos procesamientos en el mRNA tienen lugar en el
ndcleo antes del corte y empalme. El primer, la adiciéon del cap-5" necesario para
la traduccion y promueve la formacion del complejo de iniciacion entre el mMRNA y
el ribosoma. La segunda, cosiste en recortar el extremo 3" del mMRNA precursor y
anadirle entre 100-200 residuos de adenilato en forma de cola poli (A), la cual
indica que se trata de mRNA y que esta listo para su traduccién. Solo cuando se
ha realizado los tres procesos, se transporta el mMRNA maduro al citoplasma para

su traduccion. (Beleza-Meireles et al., 2008; Matsushita et al., 2016).
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Retomando el estudio de Suzuki en 2014, se indica que la sefalizacion de AR es
necesaria para la expresion del MAFB. ElI AR unido al ligando actia como un
regulador transcripcional para controlar la expresion de genes. El AR se une a los
elementos de respuesta a andrégenos (ARE) ubicados en las regiones

potenciadoras o promotoras de sus genes diana (Heemers & Tindall, 2007).

Recientemente, se identificaron dos ARE en el 3'UTR del gen Mafb de roedores,
lo cual sugiere que es una region esencial para su regulacidon por androégenos. El
AR se une a la secuencia ARE en el extremo 3"UTR durante la masculinizacion
uretral regulando la expresion de Mafb. Ademas del 3'UTR dependiente de
andrégenos, la region 5UTR también mostr6 capacidad de respuesta a los
androgenos aunque no de manera significativa en comparacion con el grupo
control, aun asi el extremo 5UTR parece ser regulado de manera indirecta, los
ARE en 3'UTR promueven cooperativamente su actividad transcripcional con
otras regiones, como su regién promotora, incluyendo 5"UTR (Zheng et al., 2006).
Los resultados sugieren que se necesitan analisis adicionales para investigar si
dicha regulacion cooperativa entre 3’'UTR y 5°"UTR puede ser necesaria para la
expresion de Mafb por androgenos (Matsushita et al., 2016).

En el mismo estudio se informa que Mafb ARE2 en 3'UTR estad altamente
conservado entre especies que van desde mamiferos hasta aves, mientras que el
sitio Mafb ARE1 en 3'UTR solo esta conservado entre mamiferos, con ello se abre
la posibilidad de que la region 3’'UTR de MAFB en humanos, este relacionado con

DSD en pacientes 46,XY-hipospadias.

Ademas de la sefalizacion mediante el AR, diferentes vias de sefalizacion del
Mafb pueden regular la masculinizacién del GT (Miyagawa et al., 2009). La via de

sefalizacion Wnt/B-catenina es un mecanismo que actla como regulador de la

48



masculinizacién genital externa a través de Mafb (Miyagawa et al., 2009). Se ha
observado que los ratones mutantes para [B-catenina y para Mafb mostraron
defectos uretrales. En base a los resultados, se sugiere que la sefializacion
mediante Wnt/B-catenina induce positivamente la expresion de MAFB a través de
regiones reguladoras, como la region 5" y 3’'UTR. También se propone que AR y
B-catenina podrian regular el gen MAFB de forma independiente. La posibilidad de
una interaccion directa entre AR y [(-catenina en GT todavia permanece sin
estudiarse. Los andlisis adicionales de la regulacién del gen MAFB por B-catenina
aclararan los mecanismos moleculares que subyacen al establecimiento del

dimorfismo sexual durante la masculinizacion uretral (Matsushita et al., 2016).
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8. Conclusiones

Los datos obtenidos aqui excluyeron la presencia de mutaciones en la region
codante del gen MAFB en los 24 pacientes 46,XY fenotipicados clinica y
exclusivamente con hipospadias aisladas. Los datos obtenidos en este estudio nos
indican que es baja o nula la probabilidad de determinar o identificar un dafo
estructural en el gen MAFB y asociarlo con DSD-hipospadias. A pesar de no
encontrar mutaciones en la region codante de MAFB, la posibilidad de que haya
una contribucién con este padecimiento en humanos sigue vigente, al reportarse
en la literatura dos ARE en 3'UTR en Mafb de ratones, se sugiere que esta region
no traducida es esencial para su regulaciéon por andrégenos, con ello se abre la
posibilidad de que la region 3’'UTR de MAFB en humanos, esté relacionado con

DSD en pacientes 46,XY-hipospadias.
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9. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo descartan la participacion de mutaciones
o polimorfismos en la region codante del gen MAFB asociado a DSD hipospadias
en 24 pacientes 46,XY-hipospadias. Sin embargo, estudios recientes reportan que
la regiobn 3'UTR de Mafb es esencial para su regulacion mediante andrégenos
durante el desarrollo y masculinizacion uretral embrionaria en ratones. Lo cual se
sugiere realizar estudios de la regién 3’'UTR y su posible relacion como factor de
DSD hipospadias en humanos.

Adicionalmente, se ha demostrado que la sefializacion por Wnt/B3-catenina induce
positivamente la expresion de Mafb a través de regiones reguladoras, como la
region 5° y 3'UTR, de esta manera Wnt/B-catenina puede ser un regulador
adicional de la expresion de Mafb durante la masculinizacion uretral. Analisis
adicionales de la regulacion del gen MAFB por wnt/B-catenina aclararia los
mecanismos moleculares que subyacen al establecimiento del dimorfismo sexual

durante la masculinizaciéon uretral.

En mudltiples estudios, se han identificado genes masculinos especificos de GT,
gue estén potencialmente involucrados en su desarrollo en ratones, en estos
estudios se buscaron genes con mayor nivel de expresion en GT masculino en
comparacion con GT femenino, tales genes reportados son Cyplbl y Fkbp51,

siendo genes candidatos con posible asociacién con este padecimiento.
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11. Anexo

e Preparacion de reactivos

Sacarosa-Triton 2X [Sacarosa 0.64 M, Tris-Base 0.02 M, MgCl, 0.01 M, Triton
100X al 2% pH 7.6].

Solucién de lisis nuclear [Tris-Base 10 mM, NaCl 400 Mm, Na,EDTA 2 mM pH
8.2].

Proteinasa K [5 mg/mL].

NaCl saturado

Tris-EDTA [Tris-Base 1.0 mM, Na,EDTA 0.1 mM].

TBE 5X [Tris-Base 54 g, acido borico 27.5 gy 20 mL de Na,EDTA 0.5 M].
e Preparacion de geles de agarosa

Pesar 1 g de agarosa y disolver en 100 ml de TBE 0.5X por calentamiento
aproximadamente a una temperatura de 45°C, adicionar 3 pyL de bromuro de
etidio, colocar agarosa en un molde para camara de electroforesis previamente
nivelada. Dejar solidificar y colocar solucion TBE 0.5X hasta cubrir el gel. Correr a

100 volts durante 60 minutos.
e Preparacién y lavado de membranas

Se cortaron membranas de 5 a 6 cm de largo, las cuales se sumergieron en 500
mL de ddH,O con 10 g de bicarbonato de sodio y 1 mL de EDTA 0.5 M, se calento
por 10 minutos a temperatura de ebullicién. Posteriormente se hicieron 3 lavados
con ddH,0O eliminando los residuos de bicarbonato, se volvieron a agregar 500 mL
de ddH,O con 1 mL de EDTA y se calentdé durante 10 min a temperatura de
ebullicion, terminado el tiempo se lavaron con agua eliminando los residuos de

EDTA y se almacenaron en solucion de etanol 50% a 4°C.
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Reactivos

Acido borico (BIO BASIC INC, Toronto, Canadd).
NaEDTA (AMRESCO INC, Solon, Ohio, EUA).
Tris-Base (AMRESCO INC, Solon, Ohio, EUA).
Triton X100 (AMRESCO INC, Solon, Ohio, EUA).

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) (LIFE TECHNOLOGIES INC, Gaithersburg, MD,
EUA).

LE Agarose (Nara Biotec, CIENTIFICA SENNA, CDMX, México).
Sucrose, RNAse & DNAse Free (AMRESCO INC, Solon, Ohio, EUA).
Bicarbonato de Sodio (J. T. Baker, Xalostoc, México).

MgCl, (SIGMA®, SIGMA CHEMICAL CO, St Louis, EUA).

NaCl (MERCK, Edo. De Méx, México).

Proteinasa K (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania).
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