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RESUMEN

La deficiencia primaria de 5a-reductasa es una de las causas de PHM en el humano y
representa la resistencia androgénica a nivel pre-receptor. La enzima 5a-reductasa es la
responsable de convertir a la T en DHT. Al estar bloqueada la conversién de T a DHT, la
cual es esencial para un desarrollo adecuado de los genitales externos en el feto masculino,
los individuos afectados por esta entidad patolégica presentardn: derivados Wolffianos,
Miillerianos ausentes y generalmente testiculos criptorquidicos bilaterales e hipospadia
perineoescrotal con pseudovagina. Al nacimiento, debido a la presencia de un fenotipo
primordialmente femenino, casi invariablemente se les otorga un sexo de asignacién
femenino.

Se ha demostrado mediante estudios farmacoldgicos y genéticos que existen dos enzimas
diferentes con actividad de 5a-reductasa. La 5a-reductasa Tipo 2, representa la enzima
especifica expresada en tejidos andrégeno-dependientes en et humano. El gen que codifica
su sintesis se encuentra en el cromosoma 2. La Sa-reductasa Tipo 1 codificada por un gen
localizado en el cromosoma §, biogquimicamente no presenta especificidad en tejidos
andrégeno-dependientes. Diversos estudios moleculares del gen 2 realizados en 38 familias
pertenecientes a 25 grupos étnicos diferentes, con diagndéstico corhprobado de deficiencia
primaria de 5a-reductasa, demostraron que el defecto enzimético era debido a una delecién
completa de! gen {una familia) o mutaciones puntuales del mismo {35 familias). En 24 de
éstas se documentaron mutaciones en sentido erréneo, otra fue secundaria a una alteracién
del sitio de corte y empaime, una méas a una delecién de un dinucleétido vy la ditima a la
presencia de un codé6n sin sentido.

En este trabajo, presentamos los hallazgos moleculares de 10 pacientes pertenecientes
a 7 familias diferentes. El diagnéstico se estableci6 por el incremento de los indices T/DHT
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y de los metabolitos 5R/5a reducidos de los compuestos C19 y C21. Para el estudio
molecular del gen 1 y del gen 2 se extrajo el ADN gendmico de sangre periférica. La
biusqueda de deleciones en el gen 1 de a 5a-reductasa se realiz6 con la técnica de Southern
blot. Con el fin de descartar la presencia de deleciones y para la amplificacién de los 5
exones del gen 2 de la 5a-reductasa Tipo 2, se utilizé la técnica de PCR. Para tratar de
. evidenciar en cual de los exones se encontraba cada mutacién puntual especifica, se llevé
a cabo el estudio del SSCP del ADN. Con base en estos Ultimos estudios, los templados de
ADN en los que se observaron alteraciones fueron secuenciados.

En ninguno de los sujetos afectados, se encontraron deleciones en el gen 1 de la 5a-
reductasa. Tampoco se demostraron dichos rearreglos en el gen 2. En los pacientes 1y 8
se observaron alteraciones en la movilidad electroforética en el SSCP en el exén 1. En los
otros 8 pacientes dicha alteracién se detecté en el exén 4. Asimismo, se observé la
presencia de polimorfismo en la migracién de las cadenas sencillas del ADN para el exén
1. Posteriormente se procedié a secuenciar, en ambas direcciones, aquellos exones en los
que presumiblemente se encontraban las mutaciones. Se demostré la existencia de 7
mutaciones con sentido erréneo y 2 mutaciones sin sentido. No se pudo encontrar la
mutacién del paciente 1.

En conclusién se pudo confirmar, que las mutaciones en el gen 2 de la 5a-reductasa
humana, son las causantes de la deficiencia primaria de dicha enzima. No se pudo
establecer correlacién fenotipo-mutacién salvo en que los sujetos con la existencia del
codén de terminacién prematuro presentaban un mayor grado de virilizacién al nacimiento
que el resto de los pacientes. Asimismo, se demosté la existencia de un polimorfismo en

el exén 1 del gen 2 de ta Sa-reductasa.



INTRODUCCION

DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL

La diferenciacién sexual es uno de los fenémenos bioldgicos de mayor trascendencia y
complejidad el cual permite la perpetuacién de las especies con reproduccién sexual. Ef
dimorfismo sexual es la consecuencia de una serie de eventos que ocurren en las etapas
maés tempranas de la vida, requiriéndose para su consecucidn un aito grado de precisién en
sus mecanismos de regulacién. Este se realiza en tres etapas sucesivas: cromosémica,
gonadal y fenotipica. La diferenciacion cromosémica se inicia al momento de la fertilizacion,
cuando un espermatozoide que posee un cromosoma X 0 un cromosoma Y fertiliza a un

| évulo que aporta un cromosoma X. De esta forma, se establece el dimorfismo sexual que

caracteriza a los mamiferos, en los cuales la hembra presenta un complemento
cromosémico sexual XX y elmacho XY. Los eventos posteriores en la diferenciacidn sexual,
dependeran de la presencia de factores determinantes de masculinizacién o de feminizacién
{1). La presencia del cromosoma Y es necesaria para la diferenciacion testicular de la
gdénada primitiva, independientemente de! nimero de cromosomas X presentes en el
genoma de un individuo {2,3).

El dimorfismo sexual gonadal se hace presente hastala 6a. semana de la vida intrauterina
(4,5). Desde el punto de vista embriolégico, la génada primitiva se forma por dos tipos de
células: las células somaticas de origen mesodérmico y las células germinales primordiales,
que por su diferenciacién temprana pueden considerarse de origen auténomo {6). La génada
primitiva se transformard en testiculo si es que existe presencia y accién del factor
determinante testicular existente en el cromosoma Y; de no existir éste, la génada primitiva

evolucionard hacia ovario (7,8).



Debido a las diferencias funcionales de cada génada especifica, se induce la formacién
de los fenotipos masculino o femenino. El mecanismo que lleva a cabo este dimorfismo en
mamiferos fue descrito originalmente por Jost (9, 10) quien demostré, que al diferenciarse
la génada primitiva a testiculo, su produccién hormonal induce el desarrollo del fenotipo
masculino; en cambio, si la diferenciacién gonadal se da hacia ovario, el fenotipo,
aparentemente de manera pasiva, serd femenino, La ausencia temprana de génadas fetales
también induce un fenotipo femenino, lo cual apoya el concepto de inactividad endécrina
del ovario fetal (11).

Las estructuras primordiales del tracto genital que dan origen a los genitales internos,
incluyen dos sistemas de conductos que se encuentran presentes en los embriones de
ambos sexos: los conductos Wolffianos (mesonéfricos) y los conductos Millerianos
{(paramesonéfricos). Los genitales externos se desarrollan a partir de un primordio comun

(tubérculo genital, pliegues genitales y engrosamientos labioescrotales).

Desarrollo Fenotipico Masculino

El desarrolio del fenotipo masculino estd dado por el efecto de tres hormonas fetales
sobre los primordios genitales. En un inicio se presenta la involucién de los conductos
Miillerianos, proceso que se observa entre la 6a. y la 8a. semana de la gestacién y concluye
en la 11a. con la desaparicion de estas estructuras. La regresién de dichos conductos ests
mediada por una hormona fetal de origen testicular, la Hormona Inhibidora de las
Estructuras Miillerianas (HIM) secretada por las células de Sertoli del testiculo {12).

Inmediatamente después de iniciada la sintesis de la HIM, las células intersticiales de!
testiculo fetal se citodiferencian en células de Leydig. Estas servir&n como substrato

anatémico para la sintesis y secrecién de testosterona (T), que constituye la segunda
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hormona fetal que participa en la diferenciacién del fenotipo masculino. El efecto virilizante
de la T se ejerce sobre los conductos Wolffianos que se diferencian a epididimo, vas
deferens, vesiculas seminales y conducto eyaculador. La biosintesis de novo de
testosterona en el testiculo fetal se lleva a cabo a partir de acetato, utilizando al colesterol
como un intermediario obligatorio (13); ésta, es similar a la observada en el testiculo del
individuo adulto (14). La sintesis de T a partir de colesterol requiere de la presencia de 5
sistemas enziméticos diferentes. Debe sefialarse que cada uno de éstos posee regulacién
génica autosémica independiente. La actividad endécrina de la célula de Leydig en etapas
tan tempranas de la gestacién, representa una excepcién en la economia fetal, ya que en
general el feto tiene medidas de proteccién las cuales no permiten la sintesis de hormonas
esteroides activas que podrian poner en peligro su homeostasis {15).

La T es el andrégeno principal secretado por el testiculo y es el precursor (0 prohormona)
de la tercera hormona fetal virilizante, la dihidrotestosterona (DHT) (16-18). Esta se forma
en la célula blanco por la accién de la 5a-reductasa extragonadal, y es el mediador
intracelular de la gran mayorfa de las acciones de los andrégenos. Los niveles plasméticos
de DHT se encuentran en promedio en 1/10 de la concentracién de testosterona, pero la
DHT posee una mayor actividad biolégica. Esta hormona durante la embriogénesis, es la
Unica responsable del desarrollo de los genitales externos masculinos y de la préstata (18).

La T se une principalmente a dos proteinas: a la globulina transportadora de testosterona
{TeBG, también llamada globulina transportadora de hormonas sexuales, o SHBG) y a la
albumina (19). El paso de la T libre hacia las células no es dependiente de energia y
probablemente esta dado por un fenémeno de difusién pasiva (20). Intracelularmente, la T
puede ser reducida por la enzima 5a-reductasa a DHT o aromatizada a estradiol. Tanto la

T como la DHT pueden unirse, con la misma afinidad, a los receptores de proteinas. El



complejo andrégeno-receptor (receptor-testosterona y receptor-dihidrotestosterona)
promueve la unién at dcido desoxirribonucleico (ADN). La consecuencia de la formacion de
dicho complejo es la unién de éste a la cromatina del compartimiento nuclear. El receptor
nativo en la célula posee un gran tamano (8S o mayor)}; sin embargo, el transformado que
es recobrado de la cromatina nuclear es de menor tamafio {4S o menor) {21,22). En 1988
se cloné el ADN compiementario (ADNc) que codifica para el receptor de andrégenos
humano (23-25). El dominio de unién al ADN del receptor es semejante a otros receptores
proteicos de hormonas esteroides. Se cree que el complejo receptor-andrégeno influye en
la transcripcién de algunos genes, uniéndose a sitios reguladores en la porcidn b’ de estos
genes (26).

Aunque la DHT vy la T se unen a la misma proteina receptora, las dos hormonas
desempeiian roles diferentes en la fisiologia de los andrégenos. El complejo testosterona-
receptor es el responsable de la regulacién de la secrecién de la hormona luteinizante (LH)
por parte del eje hipotdlamo-hipéfisis asf{ como de la virilizacién de los conductos Wolffianos
durante el fenémeno de la diferenciacién sexual masculina y del cambio en e! tono de la voz
durante la pubertad. En contraste, la accién de DHT durante la embriogénesis, es
exclusivamente responsable del desarrollo de los genitales externos masculinos y de la
préstata ademas de algunos de los eventos que conllevan a la virilizacién en la pubertad
{crecimiento del vello facial y corporal y la recesién temporal del cabello). Asimismo, en
conjunto ambas hormonas son responsables de otras acciones en la pubertad como son:

aumento de la masa muscular y crecimiento de los genitales externos (18,27).

ALTERACIONES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Las alteraciones en cualquier estadio de la diferenciacién sexual, durante la
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embriogénesis, conducen a la presencia de malformaciones en el desarrollo sexual. Estas
pueden ser clasificadas de acuerdo con la etapa de desarrollo en la que se presentan; ésto
es, en errores del cromosoma sexual, errores del sexo gonadal o errores en el sexo
fenotipico (28-30). Cada una de estas alteraciones puede estar determinada por diversos
mecanismos como son, los ambientales (ingestién materna de drogas virilizantes durante
la gestacioén), las aberraciones no familiares en los cromosomas sexuales (como ocurre en
la Disgenesia Gonadal 45, X) o alteraciones hereditarias secundarias a mutaciones de un
gen [como es el caso del Sindrome de Insensibilidad Completa a la Accion de los
Andrégenos, (ICAA)].

Hasta el momento, se han descrito 19 alteraciones hereditarias en el desarrollo sexual
(28,29). Dentro de éstas, se encuentran aquellas en las cuales los sujetos afectados
presentan pseudohermafroditismo masculino (PHM), grupo de padecimientos en los cuales
existe {a conjuncién de un cariotipo 46,XY con un fenotipo femenino o ambiguo. Para su
estudio el PHM se ha dividido en 3 categorias generales: sindrome de persistencia de los
conductos Miillerianos, deficiencia en la produccién de testosterona y sindromes de
resistencia a la accién de los andrégenos. El sindrome de persistencia de los conductos
Mdullerianos es un padecimiento poco comun, que se caracteriza por una virilizacién
masculina normal; sin embargo, no existe regresién de los conductos Mullerianos (31). Las
alteraciones por deficiencia en la produccién de T son secundarias a una deficiencia en
cualquiera de las enzimas necesarias para la sintesis del andrégeno a partir del colesterol.
Por otra parte, el sindrome de resistencia a la accién de los andrégenos es el responsable
de la mayoria de los casos de PHM (32-34). En estos pacientes tanto la regresién de los
conductos Mullerianos como la sintesis de T son normales. El defecto molecular responsable

de la resistencia a la acci6n de los andrégenos puede presentarse en cualquiera de los tres



sitios principales de accion de los mismos: anormalidades a nivel pre-receptor, a nivel de

receptor o a nivel posreceptor.

RESISTENCIA A LA ACCION DE LOS ANDROGENOS A NIVEL DEL RECEPTOR
O POSRECEPTOR

Albright y cols. {35), al estudiar el pseudohipoparatiroidismo, describieron por vez primera
una resistencia hormonal a nivel celular. La segunda alteracién descrita, secundaria a la
resistencia de la accién hormonal, fue la ICAA. En 1957, Wilkins {36) demostré que la
administracién de andrégenos a sujetos con ICAA no producia virilizacién. Con elio
concluyé que este padecimiento era causado por una resistencia a la accién de fos
andrégenos durante la embriogénesis y en la vida posnatal. Dicho padecimiento se
manifiesta como un PHM, en donde los individuos a pesar de ser genéticamente masculinos
con testiculos diferenciados, produccién normal de T y conversién a DHT, presentan un
fenotipo femenino como resultado de una mutacion en el gen que codifica la expresién del
receptor de andrégenos. En estos pacientes se ha demostrado, que la alteracién en el
receptor de andrégenos estd dada por mutaciones especificas del mismo; generalmente
mutaciones puntuales, auhque también se ha descrito deleciones o inserciones del gen (37).
Posteriormente, se han descrito otros sindromes de resistencia a la accién de los
andrégenos (formas incompleta o parcial} en los que se incluyen otros tipos de PHM, asi
como otras formas muy localizadas en las cuales la Gnica maniféstacidn es infertilidad en
hombres sanos. También en las insensibilidades tanto incompletas como parciales se ha
demostrado que son mutaciones generalmente puntuales, de! gen del receptor de

andrégenos las que condicionan dicha entidad patoldgica (38).



DEFICIENCIA DE 5a-REDUCTASA (RESISTENCIA A NIVEL PRERECEPTOR)

Como ya ha sido mencionado la enzima 5a-reductasa es la responsable de convertir a la
T en DHT; ademés, ésta al parecer cataliza la 5a-reduccion de delta-4-androstendiona, de
progesteronay de otros esteroides delta-4-3-ceto asus respectivos productos reducidos 5a-
dihidro-3-ceto. Sin embargo, la formacién de $a-DHT a nivel celular parece ser la funcién
mds importante de dicha reductasa.

La deficiencia de Sa-reductasa representa la resistencia androgénica a nivel pre-receptor.
En el humano, para su estudio se ha dividido de acuerdo con los hallazgos bioquimicos en
dos tipos principales: primaria y secundaria. En la deficiencia primaria existe alteracién
enzimatica tanto a nivel periférico como hepético; mientras que en la deficiencia secundaria
solamente existe afeccion periférica o hepatica. La deficiencia primaria da origen a una
forma especifica de PHM; la secundaria puede serlo a otras causas de PHM o a
padecimientos endocrinoldgicos diversos (hipotiroidismo, sindrome de Cushing o anorexia
nervosa). La deficiencia primaria fue originalmente descrita en humanos en 1974 como un
forma hereditaria de PHM (39,40). Esta deficiencia es debida a un estado homocigoto de
un gen autosémico recesivo y por lo tanto el riesgo de recurrencia en esta entidad
patoldgica es del 25% (41,42). Se han publicado las caracteristicas clinicas, bioquimicas
y psicolégicas de varios casos de pacientes con esta deficiencia en diferentes partes del
mundo incluidos 7 pacientes estudiados por nuestro grupo de trabajo (43-51). Al estar
bloqueada la conversién de T a DHT, la cual es esencial para un desarrollo adecuado de los
genitales externos en el feto masculino (62), los individuos afectados por esta entidad
patolégica presentardn: cariotipo 46,XY, con derivados Wolffianos presentes, Miillerianos
ausentes y generalmente testiculos criptorquidicos bilaterales e hipospadia perineoescrotal

con pseudovagina (PPSH). Al nacimiento, debido a la presencia de un fenotipo
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primordialmente femenino, casi invariablemente se les otorga un sexo de asignacion
femenino (39,40,43-49,51,52). Sin embargo, existen dos informes de tres pacientes,
quienes probablemente presentaron un defecto menor de la funcién enzimatica, ya que
dichos sujetos exhibieron virilizacién suficiente de los genitales externos, que condujo a un
sexo de asignacién masculino (563,64). Estos ultimos informes han demostrado, que este
sindrome de resistencia a la accién de los andrégenos, al igual que otras causas de PHM
puede presentarse con una amplia heterogeneidad fenotipica.

Al llegar a la pubertad los individuos con deficiencia de Sa-reductasa y en quienes a lo
largo de su vida ha existido un sexo de asignacién y de identidad femeninos, presentan
virilizacién; ésto es, el tono de la voz se torna grave, hay desarrollo de masas musculares,
crecimiento del falo (4 a 6 cm), el escroto se torna rugoso e hiperpigmentado y puede
existir descenso testicular. El examen histoldgico testicular del adulto revela generaimente
hiperplasia de células de Leydig. En los sujetos adultos con testiculos criptorquidicos los
tibulos seminiferos contienen solamente céiulas de Sertoli con la tunica propia engrosada
ademds de espermatogénesis aberrante. De la misma forma, en algunos de los adultos que
presentan testiculos descendidos también se observan estos hallazgos, mientras que otros
pueden presentar compartimiento tubular normal y espermatogénesis sin alteraciones (55).
La préstata estd ausente o es pequefa, y los pacientes tienen erecciones y presentan
eyaculado a través de la uretra peneana que consiste en un concentrado espermético con
la ausencia de liquidos seminal y de liquido prostatico (39,45,55). Las hermanas de los
pacientes con deficiencia primaria de 5a-reductasa que son homocigotos afectados 46,XX
son fenotipicamente normales y no poseen alteraciones en la esfera reproductiva (39,56)
por lo tanto la mutacién es aparentemente silenciosa en las mujeres. Los portadores

heterocigotos para lamutaci6én son fenotipicamente normales pero pueden ser identificados
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por discretas alteraciones en los indices de los metabolitos urinarios 5@/5a de los
compuestos C19 y C21 (57).
Una de las caracteristicas mas interesantes en los pacientes con este padecimiento es la
relacionada con su desarrollo psicosexual. Como se ha descrito, casi todos los individuos
~ con este defecto son criados como mujeres durante su infancia y en la mayoria de los casos
en forma concomitante con los cambios fenotipicos, existe un cambio en la identidad
psicosexual durante la adolescencia {51,58). Como se ha demostrado en estudios realizados
en animales, la administracién de andrégenos durante la etapa prenatal, la posnatal o en
ambas, puede inducir caracteres sexuales secundarios masculinos (5§9-62); asimismo, se
ha documentado que la administracién de andrégenos en animales induce diferencias
sexuales tanto en la morfologia como en la funcién del cerebro {63-65). Sin embargo, existe
controversia sobre que tanto influyen el medio hormonal como los factores ambientales en
la determinacién de la identidad del sexo en el humano (45,49,66-68). Pareciera ser que la
exposicién del cerebro a andrégenos tiene un mayor efecto en la determinacién de la
identidad hacia el sexo masculino que la influencia existente por la accién del sexo de
asignacién. Estudios previos han demostrado que los pacientes con deficiencia de 5a-
reductasa que viven en un medio social no intervencionista presentan mayor influencia del
sexo hormonal que del social para la determinacién del sexo definitivo. Aunque esos
pacientes se comportan biolégicamente como hombres posterior al haber cambiado de sexo
‘de asignhacién, es comtin que presenten problemas psicolégicos de adaptacién debido a ia
apariencia de sus genitales externos y a la historia del padecimiento {(45,49,50,51).
Generalmente, se ha observado que las concentraciones plasmaéticas de gonadotropinas
se encuentran dentro de los valores de referencia (40,48,69); sin embargo, en algunos

casos se han reportado niveles de gonadotropinas ligeramente aumentados (39,45,50). En
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adultos con deficiencia primaria de la 5a-reductasa la proporcién basal de T/DHT en suero,
se encuentra aumentada con niveles normales o aumentados de T y concentraciones
normales o disminuidas de DHT (39,40,45-49,52). En los nifios afectados los niveles
séricos basales de andrégenos son demasiado bajos para poder hacer una determinacién
adecuada de este indice, por lo que es necesario realizar un prueba de estimulacién con
gonadotropina cori6nica humana (HCG) para llegar al diagnéstico (70,71},
Concomitantemente, la produccién de los metabolitos urinarios 5a-reducidos de los
andrégenos y la excrecién urinaria de los metabolitos Sa-reducidos de los esteroides C19
y C21 diferentes de la T, se encuentran también disminuidos (39,40,43-
49,52,54,57,70,71).

La deficiencia primaria de 5a-reductasa se ha dividido de acuerdo a diferentes variables
enziméticas encontrados en estudios "in vitro” en los cuales se ha medido indirectamente
la actividad de la enzima mediante la cuantificacién de la DHT marcada formada a partir de
la administracién de T marcada (Dallas, L.A., Nueva York, R, Dominicana). Se ha sugerido
que la enzima presenta variaciones a nivel de su dependencia de cofactor (NADPH), de su
pH éptimo o bien que la enzima pudiera no estar presente. Las caracteristicas moleculares
de la deficiencia de la 5a-reductasa han sido determinadas en cultivos de fibroblastos de
piel de drea genital de pacientes con este padecimiento. El pH éptimo para la actividad de
la enzima es de 5.5, y presenta un intervalo amplio que se desvia mas hacia el pH alcalino
(72). En algunos sujetos con deficiencia de esta enzima se ha observado que existe una
disminucién en la velocidad de la actividad de la enzima en los cultivos de fibroblastos
(39,40,46,48,72); sin embargo, en otros individuos de 4 diferentes familias, la velocidad
de actividad de la enzima se encontré dentro de los valores de referencia (45,69,73).

Cuando la actividad de la enzima es normal, se ha postulado como causa del defecto una
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funcion cualitativamente anormal de la enzima (45,52,69). También se han descrito en la
literatura pacientes con grados variables de actividad de la misma {53).

En 1992 Jenkins y cois. {74} demostraron mediante estudios farmacol6gicos y genéticos
especificos que existian dos enzimas diferentes con actividad de 5a-reductasa (tabla 1). La
enzima Tipo 1 es una proteina constituida por 259 aminoécidos (aa), su actividad maxima
se alcanza a pH bdsicos y su expresion es baja en tejido prostético; asimismo, se requieren
concentraciones altas de Finasteride (inhibidor selectivo de la Sa-reductasa) para que sea
inhibida. El gen que codifica la sintesis de dicha enzima se encuentra en la banda 15 dei
brazo corto del cromosoma 5. Diversos estudios han demostrado que aparentemente esta
enzima no estd relacionada con la deficiencia primaria de 5a-reductasa ya que en 7
individuos afectados con esta entidad, estudiados molecularmente, se encontré que dicho
gen no presentaba alteraciones (74-77).

La 5a-reductasa Tipo 2 es una proteina de 254 aa que posee propiedades bioguimicas y
farmacoldgicas diferentes a la Tipo 1. Esta se expresa principalmente en tejido urogenital
y representa la enzima determinante en cuanto a Sa-reduccion se re_fiere ya que tiene gran
actividad para convertir T en 5a-DHT en el tejido genital; ademds, "in vitro" puede ser
inhibida a bajas concentraciones por Finasteride (78). La caracterizacién del gen 2 que
codifica a dicha enzima, fue reportada recientemente (77,79), habiéndose demostrado que
éste se encuentra localizado en la banda 23 del brazo corto del cromosoma 2 y ests
constituido por 5 exone‘s {fig. 1) (80). Los estudios molecutares de dicho gen en pacientes
con deficiencia primaria de 5a-reductasa han demostrado diversos tipos de mutaciones. En
el primero de estos estudios se demostré que la delecién completa del gen 2 era la
directamente responsable de la presencia de deficiencia primaria de 5a-reductasa en una

tribu de Nueva Guinea {77). En estudios subsecuentes Thigpen y colis. (80) y Wilson y cols.
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TABLA 1

CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS TIPO 1 Y TIPO 2
DE LA So-REDUCTASA HUMANA

TIPO 1 TIPO 2
TAMANO 259 aa 254aa
LOCALIZACION DEL 5p15 2p23
GEN EN EL CROMOSOMA

ESTRUCTURA DEL GEN

EXPRESION EN
PROSTATA

INHIBICION POR
FINASTERIDE

ACTIVIDAD EN LA
DEFICIENCIA DE
5q-REDUCTASA

5 exones, 4 intrones

Baja

Ki> 300 nM

Normal

5 exones, 4intrones

Alta

K= 3.5nM

Alterada

sa= aminoécidos




FIGURA 1
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Estructura del gen que codifica para la 5a-reductasa Tipo 2 en el humano. Los §
exones (rectangulos numerados) estdn dibujados al .tamafo relativo entre si. La
localizacién, el nimero y la orientacién de los iniciadores de los oligonucleétidos se
encuentran indicados arriba y abajo del gen. Los intrones interrumpen al gen en la
secuencia de los aminoécidos 94,149, 183 y 233 respectivamente.



(78) utilizando diversas técnicas de biologia molecular que incluyeron: amplificacién por la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), andlisis Conformacional de las Cadenas
Sencillas del ADN (SSCP} y secuenciacién del ADN, analizaron un total de 38 familias
pertenecientes a 25 grupos étnicos diferentes distribuidos en diversas partes del mundo.
En todos ellos, se habia confirmado el diagndstico clinico de deficiencia primaria de 5a-
reductasa mediante estudios bioquimicos. En estos trabajos se describieron 27 mutaciones
puntuales distribuidas a lo largo de los 5 exones del gen. De éstas, 24 fueron mutaciones
en sentido erréneo, otra una alteracién del sitio de corte y empalme, una més por una
delecién de un dinucleétido y la dltima una mutacidn sin sentido (fig. 2). Cada una de estas
mutaciones alteran aa conservados en el gen 2 del humano como en el de la rata .€77).
Ninguno de los individuos afectados presenté méas de 2 mutaciones. Hasta la fecha no se
han detectado mutaciones en los individuos normales estudiados. Se han identificado 27
mutaciones en 24 homocigotos, 9 heterocigotos compuestos y en 4 heterocigotos
compuestos inferidos. La alta proporcién de heterocigotos compuestos (mas del 40%)
sugiere que la frecuencia de portadores de la mutacién es mayor que lo originalmente
estimado. Hay que seialar que en uno de los sujetos estudiados, no se pudo documentar

mutacién alguna (78).
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FIGURA 2
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Mutaciones detectadas en el gen de la 5o-reductasa Tipo 2 del humano. En la parte izquierda se
encuentra definida la localizacién especifica de 37 mutaciones diferentes a NG representa la delecién
de! gen en la cohorte de Nueva Guinea; 359 4 TC indica la delecién de un dinucleétido TC en la posicién
359 del ADNc; 227* indica la presencia de un codén de terminacion prematuro y 725 + 1, G-T indica
una mutacion en el sitio de corte y empalme. El resto de las mutaciones son sustituciones simples de
aminodcidos y se designa por la sola letra del c4digo de aminoacidos. En la parte derecha se senalan
los grupos poblacionales en los cuales se han identificado mutaciones recurrentes. La metionina de
inicio se designa como met en el exén 1 y el coddén de terminacién normal se encuentra seialado
mediante un asterisco en el exén 5.



OBJETIVO

Determinar el tipo de mutacién existente en el gen 2 de la 5a-reductasa humana en

pacientes con deficiencia primaria de dicha enzima.

HIPOTESIS

Los pacientes afectados con deficiencia primaria de 5a-reductasa presentan mutaciones

en el gen 2 que codifica para dicha enzima.
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SUJETOS Y METODOS

SUJETOS

Se incluyeron a todos los sujetos con deficiencia primaria de Sa-reductasa diagnosticados
enel lﬁstituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubirdn (INNSZ) desde 1980 hasta la fecha
que estuvieron asequibles en los ultimos 24 meses (10 de 11). La descripcion de las
caracteristicas clinicas, psicoldgicas y bioquimicas de los 6 primeros de estos pacientes, asi
como del que no fue posible estudiar en la actualidad, fue publicada recientemente (51).
También incluimos en nuestro estudio a {os padres de 2 hermanos afectados con el
padecimiento. Asimismo, fueron estudiados 20 sujetos sanos (individuos en los cuales

después de una historia clinica detallada no se evidencié ningun tipo de alteracién).

Criterios de Inclusién:
1. Pacientes con diagnéstico de deficiencia primaria de Sa-reductasa, mayores de 2 afios
de edad que aceptaron participar en el estudio.

2. En el caso de menores de edad se solicité ia autorizacién de los progenitores.

Criterios de Exclusion:

No cumplir con los criterios de inclusién.

Ciiterios de Eliminacién:

Ninguno.

De los 11°sujetos afectados que se han estudiado en el INNSZ a lo largo de los tltimos
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15 afios y que tienen diagnéstico comprobado de deficiencia de Sa-reductasa se pudieron
incluir en este proyecto a 10 de ellos. Estos pertenecian a 7 familias diferentes (3 familias
tenfan 2 miembros afectados), en 4 de ellos se pudo obtener la informacién suficiente para
realizar los arboles genealdgicos correspondientes. Las caracteristicas clinicas individuales
de cada uno de los sujetos se pueden observar en la tabla 2. Todos los pacientes eran de
origen étnico mestizo mexicano. Cada una de las familias provenia de diferentes dreas del
pais y no existia relaciéon alguna entré ellas. Los primeros dos pacientes del estudio viven
en la Ciudad de México, mientras que los otros 8 habitan en 4reas rurales. En todos los
casos dichos sujetos fueron criados como mujeres y, exceptuando a los pacientes 6,9y 10,
acudieron al Instituto después de iniciada la pubertad. La razén por la que acudieron a
consulta fue por presentar ambigliedad genital y diversas alteraciones psicosociales. La
edad al momento del ingreso fluctué entre los 3 y los 36 afios. Al examen fisico, todos
presentaron talla y peso por arriba de la percentila 3 para varones normales de la edad. El
vello facial y el corporal en los puberes y pospuberes se encontré disminuido en
comparacién con los otros integrantes masculinos de la misma familia. En todos estos
individuos el tono de la voz se encontré grave y ninguno presenté recesién temporal del
cabello. Se documenté hipospadia perineoescrotai con pseudovagina en los 10 sujetos y
la longitud del pene, en estado de flacidez para los puberes y posplberes fue de 4.0 a 5.5
cm, mientras que para los prepuberes (sujetos 6,9 y 10) se encontré entre 1.2y 1.7 cm.
Al momento del examen fisico ninguno de los pacientes presenté criptorquidia aunque se
documentd historia de ella en el sujeto 6 (unilateral) y en los sujetos 2 y 7 (bilateral). El
volumen testicular se encontré dentro de los valores de referencia para la edad en todos los
sujetos puberales y pospuberales, al igual que en dos de los tres prepuberes (9 y 10); en

el paciente 6, éste estuvo disminuido. No se palpé la préstata en ninguno de los pacientes
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TABLA 2
CARACTERISTICAS CLINICAS DE 10 PACIENTES CON
DEFICIENCIA PRIMARIA DE 5a-REDUCTASA

PACIENTES EDAD SEXO DE EDAD AL MOMENTO GENITALES GONADAS PROSTATA
ASIGNACION DEL CAMBIO DE EXTERNOS (EXAMEN RECTAL)
IDENTIDAD
PSICOSEXUAL
1 32 F 28 {E) PPSH TD= 25¢cc NO SEPALPA
PENE=5.0 cm TI= 26 cc
2 14 F 17 (A} PPSH TD= 20 cc NO SE PALPA
PENE=4.0 cm Ti= 20 cc
3 36 F 20 (E) PPSH TD= 16 cc NO SE PALPA
PENE=5.5 cm Ti= 16 cc
4 32 F 18 {E) PPSH TD= 25 ¢cc NO SE PALPA
PENE=4.0 cm Ti= 25ce
5+ 17 F 8 PPSH TD= 16 cc NO SE PALPA
PENE=5.2 cm Ti= 12cc
6+ 1 F é PPSH 0= 15¢cc -
PENE=1.2cm Ti= 1.3 ¢ce
7 24 F é PPSH D= 17 cc NO SE PALPA
PENE=4.5cm Ti= 6.3 ¢cc
8 22 F 18 {E) PPSH TO= 22 cc NO SE PALPA
PENE=4.5cm Ti= 20 cc
9s 5 F s PPSH TD= 2.7 cc -
PENE=1.7 cm Ti= 2.7 cc
104 3 F é PPSH TD=3.2cec B
PENE=1Scm Ti= 3.2¢cc
* HERMANOS E= ESPONTANEO PPSH= HIPOSPADIA PERINEOESCROTAL
+ HERMANOS A = ASISTIDO CON PSEUDOVAGINA

a HERMANOS & = ACTUALMENTE BAJO PSICOTERAPIA




pospuberales.

Se utilizaron las pruebas proyectivas de manchas de tinta de Rorschach y el Test de
apercepcion tematica con el fin de conocer los rasgos de personalidad (81). Asimismo, se
analizé el contenido de los suefios como un instrumento para evaluar el cambio de identidad
sexual. Las manifestaciones de los habitos sexuales se evaluaron de acuerdo a los patrones
definidos por Diamond (82). Cuatro sujetos {1,3,4 y 8) cambiaron espontidneamente de
identidad psicosexual de mujer a varén varios afios antes de su ingreso al instituto (tabla
2). Los pacientes refirieron haber presentado dificultades de adaptacién psicosocial en la
adolescencia debido a la incertidumbre de su sexo de identidad, al observar el proceso de
virilizacién y la ausencia de desarrollo mamario y menarca. Posteriormente, cambiaron sus
hébitos y actitudes hacia lo masculino, puesto que presentaban atraccion hacia el sexo
femenino y 3 de ellos (1,3 y 8), habian tenido relaciones heterosexuales satisfactorias. El
sujeto 2, de 14 afos de edad, fue criado como mujer. Acudié a consulta por presentar
virilizacién progresiva demostrandose identidad sexual femenina. Después de tres afios de
psicoterapia, las pruebas proyectivas demostraron cambio de identidad psicosexual. Desde
hace 5 aios vive como hombre, tiene relaciones heterosexuales y planea casarse. Los
pacientes 5 y 6 acudieron a consulta a los 17 y 11 afios de edad. Fueron criados como
mujeres y las pruebas psicolégicas revelaron identidad psicosexual femenina. Hasta el
momento contindan viviendo como mujeres y debido al bajo nivel escolar y socioeconémico
y a que habitan en una comunidad distante del estado de Hidalgo no se ha podido llevar a
cabo la psicoterapia adecuadamente. Los pacientes 7,9 y 10 acudieron a consulta a los 24,
5 y 3 afios de edad respectivamente. Al igual gue en los casos anteriores, fueron criados
como mujeres y las pruebas psicoldgicas realizadas hasta el momento demuestran identidad

psicosexual masculina. Actualmente viven como mujeres y se encuentran bajo psicoterapia;
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serén intervenidos quirdrgicamente para llevar a cabo la cirugia reparadora en los préximos
meses.

En la tabla 3 se muestran las concentraciones hormonales plasméticas de gonadotropinas
y de esteroides sexuales cuantificados por radioinmunoandlisis (RIA}) sigﬁiendo la
metodologia utilizada en nuestro laboratorio en los tltimos afos {51). En todos los pacientes
las gonadotropinas se encontraron dentro de los valores de referencia para la edad. En 9
de los 10 sujetos, las concentraciones basales de T se encontraron dentro de los valores
de referencia; el sujeto 4 presentd valores por debajo de los limites normales. En todos los
pacientes las concentraciones plasmaticas basales de DHT se encontraron bajas, excepto
para el sujeto 1, cuyos valores se encontraron en limites normales. En todos los pacientes
puberales y pospuberales, el indice T/DHT basal se encontré elevado, (entre 17 y 50)
haciéndose el diagnéstico de deficiencia de Sa-reductasa. Enlos 3 prepuberes, dicho indice
se encontré normal. Posterior a la prueba de estimulacién con HCG [1500 (preptiberes) 6
2500 (puberes o posptberes) U.l/dfa/4 dias], se observé un aumento significativo en los
niveles de T en todos los sujetos, excepto en el paciente 5, quien presenté una pobre
respuesta. Por otro lado, en los 3 pacientes prepuberes se observé un aumento significativo
en el indice T/DHT con lo que se pudo determinar el diagnéstico de deficiencia de 5a-
reductasa. En todos los individuos las orinas de 24 hrs colectadas fueron congeladas y
enviada_s para su andlisis mediante cromatografia de gas capilar (61) a los Estados Unidos.
Se analizaron los metabolitos urinarios S5a y 58 reducidos derivados de compuestos C19 y
C21. En todos los sujetos los indices 5B/5a de los compuestos cuantificados se encontraron
elevados (tabla 4), lo que determind el diagnéstico preciso de deficiencia primaria de 5a-
reductasa.

La actividad enzim4tica fue determinada en cultivos de fibroblastos de piel de 4rea genital
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TABLA 3

NIVELES BASALES DE GONADOTROPINAS Y ANDROGENOS Y
RESPUESTA MAXIMA (RM) AL ESTIMULO CON HCG EN 10
PACIENTES CON DEFICIENCIA PRIMARIA DE 50-REDUCTASA

PACIENTES LH* FSH* T (BASAL) | DHT (BASAL) TIDHT T (RM) DHT (RM) T/OHT
win wm (ng/mi) (ng/ml) {ng/ml) {ng/ml)
1 54 5.3 11.5 0.68 17 25.0 0.75 33
2 3.8 4.5 7.5 0.26 29 15.3 0.32 48
3 7.6 3.5 7.2 0.33 22 11.8 0.54 22
4q 5.6 1.3 2.5 0.05 50 10.9 0.13 84
5 3.7 24 6.6 0.15 44 7.3 0.18 40
6 1.6 0.6 0.8 0.07 1" 15.1 0.48 31
7 84 3.6 6.5 0.23 28 10.6 0.17 62
8 3.6 4.7 6.8 0.24 28 8.6 0.15 57
9 N.D N.D 0.1 0.05 2 1.9 0.05 38
10 N.D N.D 0.2 0.08 2 3.6 0.10 36
S.C 312 0.5-5.0 3.8-9.0 0.40-0.94 12.33+3.1 7.3-25.4 0.7-2.5 5.0-20.0
EDAD:
18-50

*MEDIA DE DOS VALORES BASALES
S.C.= SUJETOS CONTROL (n=30)




TABLA 4

INDICES 58/5a REDUCIDOS DE METABOLITOS URINARIOS DE

COMPUESTOS C19 Y C21 EN 10 PACIENTES CON
DEFICIENCIA PRIMARIA DE 5a-REDUCTASA

PACIENTES E/A THF/5a-THF THB/Sa-THB 118-OHE/118-OHA

1 4.9 1.0 2.1 -

2 55 284 2.1 2.3
3 25 25.3 4.1 1.5
4 6.5 45.7 1.0 14
5 3.2 59 4.3 1.2
6 3.9 6.0 9.0 3.0
7 6.3 314 128 3.2
8 3.7 26.7 8.2 1.8
9 4.4 15.9 3.5 2.7
10 44 176 6.0 2.2

CONTROLES n=33 0.93 = 0.37 1.07 + 0.36 0.50 + 0.22 0.38 £ 0.23

E= ETIOCOLANOLONA
A= ANDROSTERONA

THF = TETRAHIDROCORTISOL
THB= TETRAHIDROCORTICOSTERONA




siguiendo técnicas utilizadas en nuestro laboratorio (51). Cinco de los pacientes
{provenientes de 4 familias diferentes) mostraron actividad enzimética normal; mientras que

los 5 sujetos restantes presentaron actividad disminuida.

METODOS

Para el estudio del gen 1 y del gen 2, se extrajeron 20 ml de sangre periférica en aquellos
pacientes con diagnéstico comprobado de deficiencia primaria de 5a-reductasa que se

pudieron incluir en el estudio.

Sa-Reductasa Tipo 1

Con el fin de complementar el estudio y debido a que hasta la fecha no se han descrito
mutaciones en el gen 1 de la 5a-reductasa humana, en pacientes con deficiencia primaria
de la enzima (74,77), solamente se llevaron a cabo estudios moleculares de este gen con

la técnica de Southern blot para determinar si existian o no deleciones del mismo (83).

5a-Reductasa Tipo 2

Dado que las mutaciones descritas en pacientes con deficiencia primaria de 5a-reductasa
en la literatura han sido, en todos los casos menaos en dos de ellos, mutaciones puntuales
de este gen, se procedié a estudiar el mismo mediante al uso de diversas técnicas de
biologia molecular. Para la amplificacién de los 5 exones del gen de la 5a-reductasa Tipo
2y con el fin de descartar la presencia de deleciones, se utilizé la técnica de PCR (84). Para
tratar de evidenciar en cual de los exones se encontraba cada mutacién puntual especifica,
se llevé a cabo el estudio de SSCP; técnica mediante la cual la presencia de una mutacion

puntual en un determinado exén cambia el patrén electroforético con respecto al del contro!
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{85-87). Posteriormente, los templados de ADN en los que se observaron alteraciones en
la movilidad electroforética con respecto de los controles fueron secuenciados, de acuerdo

con la metodologia descrita por Sanger y cols. {88).

Extraccién de ADN

Se extrajeron 20 mt de sangre periférica para la obtencién del ADN genémico. Esta fue
depositada (10 mi por duplicado) en tubos de 50 ml que contenian 200 pui etilen diamino
tetra acetato disédico (EDTA) 0.6 M pH 8 como anticoagulante. Se colocaron las muestras
en hielo y se agregaron 25 mi de sacarasa-tritén 2X {Sacarosa 0.64M, Tris-bése 0.02M,
MgCl, 0.01M y Tritén 100X 2%) y 15 mi de agua desionizada (ddH,0). Los leucocitos se
separaron por centrifugacién {2180 rpm/1% min) decantdndose el sobrenadante hasta
obtener un botén nuclear (en todos ios casos una de los botones nucleares fue almacenado
a -70°C para futuras e;tracciones). Se afiadieron 3 mil de amortiguador de lisis nuclear pH
8.2 (Tris-base 10 mM, NaCl 400 mM y Na,EDTA 2mM), 108 ul de sulfato dodecilico sédico
(SDS) al 20% vy 100 i Proteinasa K para Ia lisis de los leucocitos dejéndose incubar por 14-
18 hrs a 37°C. Se adiciond 1 mi de NaCl saturado y se centrifugé a 2180 rpm/15 min. El
sobrenadante se transfirid a tubos de 15 mi y el ADN fue precipitado con dos volimenes
de etanof absoluto, agitdndose por inversién. Posteriormente, el ADN se lavé en etanol frio
al 70%, se secd a temperatura ambiente, se resuspendié en 200 u! de amortiguador TE pH
7.0 {Tris-base 1M, EDTA 0.5 M) y se almacené para su analisis posterior a 4°C.

En todos los sujetos estudiados, se determiné la concentracién de ADN por
espectrofotometria, vy se leyd a longitudes de onda de 260 y 280 nm. Por medio de la
lectura en la longitud de onda a 260 nm se determiné la concentracién de ADN, mientras

que ia relacion 260/280 nos indicé la pureza del mismo. La concentracién total de ADN se
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obtuvo al multiplicar la cantidad obtenida a la longitud de onda de 260 por una constante
preestablecida, de acuerdo con la dilucién utilizada:
concentracién de ADN (ug/ul) = (D.O.de 260nm) (dilucién) {50ug de ADN)
en donde 50 yg de ADN= 1 D.0.{260 nm)
Para conocer la calidad de la muestra se flevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa

al 1%.

Southern biot

Se digirieron 10 ug de ADN genémico con Hind i y Eco R1 (Gibco, BRL, Life
Technologies, Inc. Gaithersbury, USA). Los productos de la digestién se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.9% en TBE 0.5X (Tris-base 0.44M, &cido bérico
0.045 M y EDTA 0.001 M pH 8), sin bromuro de etidio. Se incluyé fago lambda digerido
c.on Hind lil (Gibco, BRL} como marcador de peso molecular. E} ADN en el gel fue
desnaturalizado in situ durante 30 min mediante: NaCl 1.5 M, NaOH Q.5N y posteriormente
fue incluido en solucién neutralizante {NaCl 1.5 M, Tris-HCl 1.0 M, pH 7.0) con agitacidén
moderada durante 30 min. Al termino de la agitacién fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa reforzada con naylon (Zeta Probe, Bio-Rad. California, USA) de acuerdo al
procedimiento descrito por Southern (83,84},

El marcaje de la sonda molecular de {a Sa-reductasa Tipo 1 se realizé por el método de
marcaje aleatorio (Random Priming, Bio-Labs, Inc. New England, USA), en una reaccién
estdndar de 50 ui. Para ello, se resuspendieron 25 ng de la sonda de ADN en agua libre de
endonucleasas, el templado fue desnaturalizado a 95°C por 5 min, transferido al hielo otros
5 min y centrifugado en frio. Se agregaron 5 i del amortiguador 10X (que contenia los

hexadesoxiribonucleétidos al azar), § 4l de la mezcla de los desoxiribonuclestidos
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trifosfatados (dNTP’s) (1.7 ul de dATP, dTTP o dGTP) (Perkin Elmer. New Jersey, USA}, 50
4Ci del a-32P dCTP (Amersham International pic, UK} y 1 ul del fragmento Kienow de la ADN
Polimerasa | {Perkin Elmer). Esto se incubé a 37°C por una hora; para detener la reaccion
se agreg6 1 ul de EDTA 0.2 M pH 8. Posteriormente, se purificé la sonda marcada en una
columna de sephadex G-50 (84).

La prehibridacion, hibridacion y los lavados se realizaron bajo las condiciones indicadas
por el fabricante (Bio-Rad). Para la prehibridacién se coloc6 a membrana (Zeta-Probe, Bio-
Rad) en una bolsa de plastico, se afiadié la solucién de prehibridar (EDTA 1 mM, NaH,PO,
0.5 M pH 7.2 y SDS al 7%) llevandose a un volumen de 150 ut/cm? del filtro y se incub6
a 65°C por 15 min. Se retird la solucién de prehibridar y se colocd nuevamente la misma
cantidad del amortiguador y entonces se agregé la sonda desnaturalizada. €l filtro fue
hibridado de 4-24 hr a una temperatura de 65°C con agitacién, se retiré el amortiguador y
la membrana de la bolsa de pldstico. La membrana se lavd dos veces durante 30 min a
temperatura ambiente con EDTA 1 mM, NaHPO, 40 mM pH 4.2 y SDS al 5%.
Posteriormente, se lavé siguiendo las condiciones antes mencionadas salvo por que la
concentracién de SDS fue disminuida al 1% y se dej6 a 65°C. La membrana hibridada fue
expuesta por diferentes periados de tiempo a -70°C en placas Kodak X-OMAT con pantallas

intensificadoras (84).

Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la técnica de PCR, se emplearon los oligonucle6tidos sintéticos adelante descritos
derivados del gen de la ba-reductasa Tipo 2 (79). En todos los casos se prepard una
reaccion estandar de 50 ul que contenia 1 yg de ADN gendmico, 1.2 4M de cada iniciador,

25 uM de cada uno de los dNTP’s, ddH,0, dimetil sutféxido (DMS0), amortiguador 10 X
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{Tris-HCI 10 mM pH 8.3, KCI 50 mM y Mg,Cl) y Taq. polimerasa 2 U (Perkin Elmer). Todos
los exones fueron amplificados en un termociclador (480, Perkin Elmer) en un programa de
25 ciclos (94°C/1 min, 54-65°C/1 min y 72°C/1 min) y un ciclo de extensién a 72°C
durante 5 min.

Secuencia de los oligonucleétidos en direccién 5 —» 3"
Exén 1

GCAGCGGCCACCGGCGAGG
AGCAGGGCAGTGCGCTGCACT

Ex6n 2
TGAATCCTAACCTTTCCTCCC
AGCTGGGAAGTAGGTGAGAA
Exén 3
TGTGAAAAAAGCACCACAATCT
CAGGGAAGAGTGAGAGTCTGG
Exén 4
TGATTGACCTTCCGATTCTT
TGGAGAAGAAGAAAGCTACGT
Exén 5
TCAGCCACTGCTCCATTATAT
CAGTTTTCATCAGCATTGTGG
Polimorfismo Conformacional de las Cadenas Sencillas del ADN (SSCP)

El estudio para la deteccién de los exones mutados del gen de la 5a-reductasa Tipo 2, se
llevé a cabo por la técnica de SSCP, procedimiento descrito por Orita y cols. (85) al cual
se le realizaron algunas modificaciones. Se utilizaron las mismas condiciones descritas para
el PCR, excepto que se afadieron 12 uCi de a-*2P dCTP y 12 uM de dCTP. La separacién
de las cadenas de ADN se realizé en geles neutros de poliacrilamida al 5.4% y al 8% (100

mi) que contenian acrilamida:bisacrilamida (29:1), 20 mi de TBE 5X, persulfato de

amonio, ddH,0 y 35 4l de N,N,N’,N'-tetrametiletilenodiamina {en algunos geles se incluyé
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glicerol al 10%). Se diluyeron 2 ul de ADN de los exones amplificados y rnarcados con a-*2P
dCTP en 18 ul de formamida al 95%, EDTA 20 mM y azul de bromofenol al 0.05% (86),
se calentaron a ebullicién por 4 min y se colocaron en hielo. Posteriormente, se aplicaron
3 ul de las muestras por carril y se corrié la electroforesis a 200 V por 14-18 hrs a
temperatura ambiente. Asimismo, para determinar la posicién de la migracién del fragmento
del ex6én de ADN de doble cadena amplificado, se aplicé una muestra no desnaturalizada
de ADN (2 ul) diluida en 36 ul de sacarosa al 60%, EDTA 50 mM, xilen cianol al 0.05% y
azul de bromofenol al 0.05% (80). Se secé el gel durante una hora a 75°C y se expuso por

diferentes perfodos de tiempo en placas Kodak X-OMAT con pantallas intensificadoras.

Secuenciacién

La reaccidén de secuenciacién se realizé mediante un estuche de AmpliCycle Sequencing
Kit (Perkin Elmer), que se basa en el método descrito por Sanger y cols. (88) con algunas
modificaciones. Previa a la secuenciacién de los exones 1 y 4, las muestras de ADN
amplificadas se electroeluyeron y precipitaron por técnica estdndar {84). Posteriormente,
se llevé a cabo la reaccion de marcaje final de los oligonucleétidos con 5 ul de 2P ATP
{Amersham International plc, UK), 1 ul de amortiguador cinasa 10X (Tris HCI 700 mM pH
7.6, MgCl, 100 mM, ditiotritol 50 mM) (Promega, USA), 0.8 ul del iniciador {6’ o 3') 20
4M, 3 ul de T4 polinucleétido cinasa (10 U/ul) (Gibco BRL) y ddH,0 para un volumen final
de 10.8 ul. Se incubd a 37°C por 10 min y a 90°C durante 5 min; asimismo, se anadié 1
4l de la preparacién anterior a la reaccién de marcaje que contenia 4 ul de amortiguador
10X (100 U de AmpliTaq polimerasa, Tris HC| 6500 mM pH 8.9, KCI 100 mM, MgCl, 26 mM
y Tween 0.25%), 5 4l de ADN genémico y ddH,0 para un volumen final de 30 ul. En tubos

de microcentrifuga de 0.5 ml se agregaron 2 ul de cada una de las mezclas de terminacién:
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guanina (c’dGTP 22.5 uM, dATP, dCTP ydTTP 10 uM y ddGTf’ 80 uM); adenina (c’dGTP
22.5 M, dATP, dCTP y dTTP 10 uM y ddATP 600 uM); timina (c’dGTP 22.5 uM, dATP, _
dCTP y dTTP 10 4M y ddTTP 900 uM) y citocina (c’dGTP 22.5 uM, dATP, dCTP y dTTP
10uM, ddCTP 300 uM). Posteriormente, se ailadieron 6 ul de la reaccién de marcaje a cada
uno de los tubos de microcentrifuga que contenfan las mezclas de terminacién para dar un
volumen final de 8 ul. Se llevé a cabo el PCR de cada una de las reacciones de
secuenciacion, con las temperaturas de desnaturalizacién, reasociacién y extensién de cada
uno de los exones previamente estandarizadas. Al finalizar el PCR, se aiiadieron a cada una
de las reacciones de secuenciacién 4 ul de la solucién de terminacién (0.8 mi formamida
al 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al 0.05% y xilen cianol al 0.02 %). Las muestras
se calentaron a temperatura de ebullicién y se colocaron en hielo. El ADN marcado fue
secuenciado en un gel de poliacrilamida al 5% (100 ml) que contenfa acrilamida 30%, urea
45 g, bisacrilamida:acrilamida (18:2), 20 ml de TBE 5X, 30 ml ddH,0, 670 uI NH,S04 10%,
y 25 ul de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina. Se precalenté el gel a 1900 V, 70 W, 49
mAmp, a 50°C durante 1 hora, se colocaron las muestras {3 ul/carril) y se corrié la
electroforesis con el voltaje y las temperaturas anteriores durante 2-3 hrs. Posteriormente,
se secd el gel durante una hora a 75°C, y se expuso por diferentes periodos de tiempo en

placas Kodak X-OMAT con pantallas intensificadoras.

26



RESULTADOS

Los arboles geneal6gicos, practicados en los pacientes 1, 2, 3, 4, 9y 10 (en el resto de
las familias no fue posible llevarios a cabo), no permitieron confirmar consanguinidad en
ninguna de las familias, ni relacién entre las mismas. Todas pertenecian a genealogias
diferentes (fig. 3). Asimismo, mediante este interrogatorio no se pudo documentar la
existencia de otros individuos afectados en las mismas. Por otro lado, tampoco se observd
que existiesen otras patologias relacionadas con la diferenciacién sexual anormal.

El ADN genémico extraido a cada uno de los individuos afectados fue ana!izado mediante
la técnica de Southern blot para el estudio del gen 1. En todos los sujetos afectados, al
igual que en los padres de los pacientes 9 y 10 se observé un patrén de restriccién igual
al de los controles, con lo que se demostré que en ninguno de estos casos existia la
presencia de deleciones en dicho gen (figs. 4 y 5). Esto sugerfa que de existir mutaciones
éstas serfan puntuales. El anélisis secuencial de este gen no se llevé a cabo por las razones
previamente descritas (ver metodologia).

El andlisis por PCR del ADN gendémico del gen 2 no demostré deleciones en ninguno de
los sujetos afectados. En todos los casos se observé que el tamaiio de los productos del
ADN fue la esperada de acuerdo a su peso molecular y que hubo amplificacién de los 5
exones del gen {(fig. 6).

Con base en los hallazgos anteriores, se procedié a realizar el estudio de las posibles
mutaciones puntuales en cada uno de los individuos. Con el fin de detectar el exén en el
cual se encontraba dicha mutacién, se sometieron las muestras a andlisis por SSCP. En
ninguno de los sujetos estudiados se detectaron alteraciones en el patrén de migracién
electroforética de las cadenas sencillas del ADN para los exones 2,3 y 5 {fig. 7); con elio,
se descart6 la posibilidad de la existencia de mutaciones en dichos exones. En los pacientes
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FIGURA 3

B Deficiencia primaria de 5 -reductasa
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Arbol genealdgico del paciente 1 (a) y del paciente 2 (b). Se puede apreciar que
en estas familias solamente el paciente se encontraba afectado.
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Arbol genealdgico de los pacientes 3 y 4 (c) y de los pacientes 9y 10 (d). Se
puede apreciar que en estas familias dos sujetos se encontraban afectados.



FIGURAS 4Y 5

Southern blot del gen de la enzima Tipo 1 de la 5a-reductasa humana. Se puede
observar que todos los sujetos estudiados (pacientes 1 al 8), asf como el de los
pacientes 9 y 10 y de sus padres (M y P) presentaron un patrén de restriccién igual

al de los ¢ontroles (C).
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FIGURA 6

C= control
PM = Peso Molecular

Reaccién en Cadena de la Polimerasa del exén 4 del gen de la enzima Tipo 2 de la 5a-
reductasa humana. En todos los sujetos estudiados {pacientes 1 al 10) se observa
amplificacién de dicho exdén. Este pairén se encontré también presente en el resto de
los exones estudiados.
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FIGURA 7

C= control
ds= ADN de doble cadena

Polimorfismo Conformacional de las Cadenas Sencillas del ADN del exén 2 del gen de
la enzima Tipo 2 de la 5a-reductasa humana. El patrén de migracién electroforética de
todos los pacientes es igual al de los controles.
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1 y 8 se observé un patrén diferente en relacién con la movilidad de las cadenas sencillas
del exdn 1, con respecto a los sujetos controles (fig. 8). En los 8 pacientes restantes el
patrén diferente se encontré en el exdn 4 (fig. 9). Sin embargo, para demostrar dicho
hallazgo en los sujetos 5 y 6 (fig. 10) fue necesario madificar las condiciones
experimentales aumentandose la concentracién de poliacrilamida en el gel carrespondiente
y detectdndose asf los cambios de la movilidad electroforética de dichos sujetos con
respecto a los controles.

Por otro lado, hay que sefialar que al realizarse el estudio de SSCP en el exén 1, el patrén
electroforético de los pacientes 9 y 10 fue igual al de los controles, pero diferente al de sus
padres y al de otros controles (fig. 11). Se demostré que los padres de dichos sujetos
presentaban un patrén electroforético peculiar ya que se observaban dos bandas de
migracién electroforética; este hecho fue también observado en varios sujetos sanos
utilizadas como controles, lo cual habla de un estado heterocigoto en el exén 1. Con base
en todos los datos anteriores se pudo establecer que en el ex6n 1 del gen de la Sa-
reductasa Tipo 2 existe un polimorfismo génico.

Posterior a la identificacién de los exones en los que presumiblemente se encontraban ias
mutaciones en los individuos afectados, se procedid a secuenciar, en ambas direcciones,
cada uno de dichos exones. En todos los casos estudiados, salvo en el paciente 1, se
determind que las mutaciones eran puntuales. En el paciente 8 se pudo determinar con
precision la mutacién existente en el ex6én 1. Esta consistié en la sustitucién del aa glicina
por arginina en la posicién 34 (G34R) (fig. 12). En el resto de los individuos estudiados, se
encontré que la mutacién especifica estaba localizada en el exén 4. Los pacientes 2, 3 y
4 (hermanos} y 7 presentaron la misma mutacion; esto es, la sustitucién del aa prolina por

arginina en fa posicién 212 (P212R) (fig. 13). Los hermanos (sujetos 5 y 6) presentaron

28



FIGURA 8

C = control
~ds= ADN de doble cadena

Polimorfismo Conformacional de las Cadenas Sencillas del ADN del exén 1 del gen de
la enzima Tipo 2 de la 5a-reductasa humana. El patrén de migracién electroforética de
todos los pacientes es igual al de los controles; sin embargo, dicho patrén se encontré
alterado en los sujetos 1y 8.
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FIGURA 9

C= control
ds = ADN de doble cadena

Polimorfismo Conformacional de las Cadenas Senciilas del ADN del exén 4 del gen de
la enzima Tipo 2 de la 5a-reductasa humana. El patrén de migracidn electroforética de
los pacientes 2,3,4,7,9 y 10 se encontré alterado con respecto al de los controles.
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FIGURA 10

C = control
ds = ADN de doble cadenz

Polimorfismo Conformacional de las Cadenas Sencillas del ADN del ex6n 4 del gen de
la enzima Tipo 2 de la 5a-reductasa humana. El patrén de migracién electroforética de
los pacientes § y 6 se encontré alterado con respecto al de los controles.

FALLA DE ORIGEN



FIGURA 11

ds= ADN de doble cadena

Polimorfismo Conformacional de Ias Cadenas Sencillas del ADN del exd6n 1 del gen de
la.enzima Tipo 2 de la ba-reductasa humana En el patrén de migracién electroforética
se puede observar dos bandas de migracién diferentes tanto en los padres de los
sujetos 9 y 10 (M y P), asi como en el control (C) de la izquierda. Los pacientes 9 ¥
10 al igual que el control de la derecha presentan un sola banda.
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FIGURA 12

G34R

C= contro!

Secuenciacién del exén 1 del gen de la Sa-reductasa Tipo 2 en el humano. Obsérvese
que el sujeto afectado (paciente 8) presenta una sustitucion de la base G por la base
A, que conduce al cambio del aminodcido glicina por el aminodcido arginina en la
posicién 34 de la proteina.
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FIGURA 13

G ATC

P212R°

C = control

Secuenciacion del exdn 4 del gen de la 6a-reductasa Tipo 2 en el humano. Obsérvese que los sujetos
afectados (2,7 y hermanos 3 y 4) presentan una sustitucién de la base C por la base G, que conduce
al cambio del aminoécido prolina por el aminoacido arginina en la posicién 212 de la proteina.
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sustitucion del aa alanina por &cido aspartico en la posicién 207 {(A207D) {fig. 14). En los
pacientes 9 y 10 (hermanos) se detecté una mutacion sin sentido en la cual el aa arginina
fue sustituido por un cod6n de terminacion prematuro en la posicién 227 (R227*). Los
padres de estos sujetos por su condicién de portadores heterocigotos, presentaron tanto
el alelo normai que codifica para el aa arginina (codén CGA), como el mutado que
corresponde a un coddn de terminacién prematuro (codén TGA) (fig. 15). Debido al
hallazgo, mediante el SSCP, de la existencia de polimorfisma en la migracién de las cadenas
sencillas del ADN del exén 1, se procedi6 a secuenciar el mismo en los pacientes 9, 10, en
sus padres y en los dos controles, en fos que se habfa observado dicho fenémeno. En
ambos padres y en un control se identificé la presencia de dos alelos, uno que codifica para
el aa valina {coddn GTA) y el otro para el aa leucina {(codén CTA) en la posicién 89, lo que
demuestra su condicidn de heterocigotos. A diferencia de los sujetas anteriores, los dos
hermanos y el otro control fueron homocigotos para el aa valina {coddn GTA) (fig. 16).
Hasta el momento no hemos podido encontrar sujetos normales homocigotos para el aa
leucina.

En resumen, se encontraron 7 mutaciones con sentido erréneoc y 2 mutaciones sin sentido
{tabla 5). No se pudo encontrar la mutacién después de la secuenciacion de todos los 5

exones del paciente 1.
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FIGURA 14

A207D

C= control

Secuenciacién del exén 4 del gen de la 5a-reductasa Tipo 2 en el humano. Obsérvese
que los sujetos afectados (hermanos 5 y 6) presentan una sustitucién de la base C por
la base A, que conduce al cambio del amino4cido alanina por el dcido aspértico en la
posicién 207 de la proteina.
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FIGURA 15

R227*

C= control

Secuenciacién del exén 4 del gen de la Ba-reductasa Tipo 2 en el humano. Obsérvese
que los sujetos afectados (hermanos 9 y 10) presentan una sustitucién de ia base C
por la base T, que conduce al cambio del aminodcido arginina por un codén de
terminacién prematuro en la posicién 227 de la proteina. Los padres (M y P) de los
pacientes afectados presentan tanto el alelo observado en los controles como aque!
existente en los pacientes afectados.
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FIGURA 16

v89/L89

C = control

Secuenciacion del exén 1 del gen de la 5a-reductasa Tipo 2 en el humano. Obsérvese
que los sujetos afectados (hermanos 9y 10} y un sujeto control presentan en el codén
89 el triplete GTA que codifica al aminoacido valina. Los padres (M y P) de los
pacientes afectados, asi como un control presentan tanto el codén CTA que codifica
para el aminodcido leucina como aquel existente en los pacientes afectados.
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TABLA 5

MUTACIONES PUNTUALES DEL GEN DE LA
5a-REDUCTASA TIPO 2 EN 10 PACIENTES CON
DEFICIENCIA PRIMARIA DE LA ENZIMA

PACIENTE EXON NUCLEOTIDO MUTACION
1 - N.D. N.D.
2 4 cC-G P212R
3 4 C—+G P212R
a 4 C~+G P212R
5 4 C-A A207D
6 4 C-+A A207D
7 4 C—+G P212R
8 1 G-+A G34R
9 4 C-T R227*
10 4 C-T R227*

N.D.= NO DETECTADO




DISCUSION

Se realizé el estudio molecular de 10 sujetos con diagndstico comprobado de
pseudohermafroditismo masculino secundario a deficiencia primaria de 5a-reductasa, asi
como a los padres de 2 hermanos afectados. Previo al inicio de este proyecto, seis de estos
pacientes habfan sido estudiados clfnica, bioquimica y endocrinolégicamente (51).

La deficiencia primaria de 5a-reductasa fue originalmente descrita en 1974 tanto en una
famitia de la Republica Dominicana como en 2 individuos afectados de los E.U. {(39,40).
Desde entonces se han reportado varios casos de pacientes con esta deficiencia en
diferentes partes del mundo (43-51). En nuestros 10 pacientes, los genitales externos al
nacimiento fueron ambiguos, caracterizados por hipospadia perineoescrotal con
pseudovagina y en todos ellos el sexo de asignacién fue femenino. A su ingreso los
estudios endocrinolégicos confirmaron, en todos los casos, el diagndstico de def}ciencia
primaria de 5a-reductasa.

Se han descrito dos genes que codifican la sintesis de dos enzimas diferentes con
actividad de 5a-reductasa (74-77,79). La Tipo 1, de la cual se ha documentado que no estd
relacionada con la deficiencia primaria de 5a-reductasa, ya que en los pocos individuos
estudiados, se expresa normaimente y en los estudios moleculares realizados en los cinco
exones del gen que la codifica en 5 pacientes con la deficiencia, no relacionados y de
diferentes grupos étnicos, no demostraron la presencia de ningun tipo de mutacién (74).
Por otro lado, la clonacién del ADNc de la Ba-reductasa Tipo 2, que es la enzima especifica
relacionada con la 5a-reduccién en el drea genital, ha permitido determinar con precision
las mutaciones responsables de la deficiencia de dicha enzima (77), como se demuestra con
el estudio molecular de 37 familias pertenecientes a 25 grupos étnicos diferentes

(78,80,89).
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Los pacientes pertenecian a 7 familias de diversas entidades de la Republica Mexicana
y no se encontraban relacionados entre si. En ninguno de los sujetos estudiados, se
encontré la presencia de delecién del gen 1 de la 5a-reductasa humana, 10 que concuerda
con lo descrito previamente en los pacientes con deficiencia primaria de 5a-reductasa
estudiados genética y molecularmente {74,77). Este hallazgo confirma que la enzima Tipo
1, codificada por el gen 1 no es la enzima especifica encargada de la 5a-reduccién genital
en el humano. El primer estudio molecular del gen 2 en pacientes con deficiencia primaria
de Sa-reductasa en un grupo de sujetos de Nueva Guinea, demostré la presencia de
delecién completa del gen 2 (77). Nosotros no observamos este tipo de alteracién molecular
en ninguno de nuestros pacientes estudiados mediante la técnica de PCR.

La técnica de SSCP nos indic6 que los 10 pacientes de las 7 familias estudiadas
presentaban alteraciones en la movilidad electroforética de las cadenas sencillas del ADN,
dos de ellos en el exdén 1, y 8 en el ex6n 4, lo que se traduce en presencia de mutaciones
en dichos exones. Esta técnica también demostré que los padres de 2 de esos sujetos ({9
y 10) eran portadores heterocigotos, lo que concuerda con la forma de herencia de este
padecimiento que es autosémica recesiva (41,42). La secuenciacién de los exones
presumiblemente afectados revel6 la existencia de mutaciones puntuales en todos los
sujetos estudiados salvo en el caso 1. Todas las mutaciones determinadas en nuestros
pacientes, son iguales a otras previamente descritas en la literatura (78,80,89). E! 80% de
éstas se localizaron en el exén 4, siendo la mutacién que predominé en nuestras familias
la sustitucién del aa P212R (42% de los casos). Si bien la alta frecuencia de la mutacién
mencionada podria explicarse perfectamente por unamutacién tipo recurrente ("hot spots"),
como se observa en el caso de la mutacién R246W entre familias de Egipto (5R2-Cairo-1),

Brasil (5R2-Sao Paulo-1) y la Republica Dominicana; no puede descartarse totalmente un
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efecto de gen fundador comunicado en otras poblaciones (80). Por ejemplo, 5R2-Maita 1
y 5R2-Malta-2 descritos por Thigpen (80) son debidos a una delecién homocigética de 2
pares de bases en el nucleétido 359 del exén 2. Otro sujeto de Malta (5R2-London-2) es
un heterocigoto compuesto quien posee la misma delecién en un alelo y una mutacién en
sentido erréneo en el otro alelo {R171S). Asimismo, un sujeto siciliano (5R2-Nueva York-1)
posee la mutacién en sentido erréneo R171S en un alelo y una segunda mutacién en
sentido erréneo en otro aleto (G34R). Con base en lo anterior, pareciese que un portador
heterocigoto de Malta o de Sicilia fue el responsable de diseminar la mutacién R171S. Es
por demds interesante que tres grandes grupos con deficiencia de 5a-reductasa han sido
descritos en diferentes partes del mundo ya que la familia de la Repuiblica Dominicana tiene
47 miembros afectados (39,91), el grupo Turco posee 12 sujetos afectados (50) y el de
Nueva Guinea 13 miembros afectados (49). En el caso de los grupos de la Repliblica
Dominicana y Turquia la recurrencia de la mutacién probablemente sea consecuencia de un
efecto de fundador en regiones geogréficas aisladas en las que hay un alto coeficiente de
consanguinidad. Por ello, también el grupo Turco posee una alta incidencia de otra
enfermedad poco comun heredada de manera recesiva que es la deficiencia de 171-
oxoesteroide reductasa {92). Estos hallazgos amplfan lo reportado en cuanto a la existencia
de mutaciones idénticas en individuos que habitan en diferentes partes del mundo y que
pertenecen a diferentes grupos étnicos (78,80,80). En ei caso de nuestros pacientes se
observé que éstos presentaban las mismas mutaciones que los individuos de origen
mexicano-americano y vietnamita (G34R; sujeto 8), mexicano-americano (P21 2R; pacientes
2, 7 y los hermanos 3 y 4), austriaco (A207D; hermanos 5 y 6), criollo-brasilefio y
mexicano-americano (R227*; hermanos 9 y 10). Con base en lo anterior se podria postular

que en esta deficiencia enzimética existen sitios susceptibles a mutaciones en el gen.
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Por otro lado, hay que senalar que intencionadamente se intentd determinar si las
mutaciones encontradas tenian correlacion con el fenotipo presente en nuestros pacientes.
Como se mencioné anteriormente todos ellos presentaban PPSH y durante la infancia no
se habia presentado ninguin dato que indicase virilizacion o ambigliedad genital. Sin
embargo, los dos tltimos casos presentaron durante la infancia un fenotipo maés virilizado
que el existente en el resto de los individuos, fue por ello que los padres solicitaron atencion
médica para los niflos desde la infancia. Ahora bien, dichos sujetos presentaron una
mutacion diferente {codén de terminacién prematuro en la posicion 227) a la del resto de
los sujetos estudiados. Dicha mutacién también ha sido reportada en un paciente estudiado
por Johnson (69) y en otro estudiado por Thigpen (80). El paciente reportado por Thigpen
también presenté un grado de virilizacién en la infancia mayor a lo habitual en estos
pacientes, razén por la cual fue diagnosticado a los 3 anos de edad; sin embargo, en el caso
reportado por Johnson dicho paciente aparentemente presenté genitales femeninos durante
la infancia. Es por demds importante sefalar que son muy raros los casos de deficiencia de
Ba-reductasa que se diagnostican en etapas tempranas de la vida ya que habitualmente no
se presenta ambigliedad genital. Por ello, es significativo que 3 de los 4 casos existentes
en la literatura en los que existe mutacién de este tipo presentan un fenotipo "mas
masculino” durante la infancia. Ahora bien, el porqué fa terminacién prematura en esa
posicidn condiciona el fenotipo antes descrito tendré que ser motivo de estudio posterior
ya que por el momento no nos es posible determinar con precisién la causa de este
hallazgo. La posibilidad de que este fenotipo sea debido a que la mutacién se encuentra en
la parte final del gen y que por ello se sintetice una proteina con mayor actividad que
aquella existente en otros sujetos afectados, queda descartada ya que han sido reportado

pacientes con mutaciones puntuales en el exén 5 que presentan fenotipo totalmente
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femenino durante la infancia.

En el caso dei paciente 1, el SSCP indicé la presencia de alteracién del exon 1. Después
de haberse secuenciado dicho exén en 5 ocasiones diferentes, en ambos sentidos, no se
pudo precisar la mutacién especifica. Ahora bien, en este sujeto en el codén 89 se
encuentra la presencia de una leucina (CTA) en lugar de una valina (GTA) que fue el aa
encontrado en el resto de nuestros pacientes. Se ha descrito que dicha sustitucién en la
secuencia del gen 2 de la 5a-reductasa es normal, refiriéndose que probablemente se trata
de un polimorfismo genético sin expresién fenotipica (79). Si tomamos en consideracién que
el SSCP detecta cambios tan sutiles como es la sustitucién de una sola base, este
polimorfismo que se observa inclusive en sujetos normales y en pacientes con deficiencia
de esta enzima en los cuales se ha demostrado la mutacién en otro coddn, condicioné los
cambios observados en el SSCP del ex6n 1 de este individuo. Con base en {o anterior y
tomando en consideracién que en este sujeto se realizaron cuando menos 3 SSCP para cada
exén (variando las condiciones experimentales) y en ningun caso se logré determinar
alteracion alguna en el patrén de movilidad eiectroforética, podemos concluir que en este
caso la mutacién que dié origen a la deficiencia de Sa-reductasa es intrénica, que se
encuentra a nivel de promotor 0 que es una mutacién trans. Hay que sefalar que en uno
de los sujetos estudiados por Thigpen (80) y posteriormente por Wilson {78) tampoco se
pudo determinar la mutacidn precisa que dio origen a la deficiencia de Sa-reductasa.

En relacién con el polimorfismo antes referido hay que sefialar que en el SSCP del exén
1 de los sujetos 9 y 10 (hermanos) asi como en un control normal, se observé un patrén
de migracion electroforética que indicaba un estado homocigoto; a diferencia de los padres
de dichos pacientes, quienes tenfan un patrén de migracién heterocigoto. Al secuenciar

dicho exdn en los sujetos anteriores, se demostré que esta diferencia de migracion era en
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efecto debido a la presencia del aa valina en el codén 89 en los pacientes 9, 10 y en uno
de los controles que diferfa de los otros pacientes y de otros controles que presentaban un
estado heterocigoto en el aa antes referido (valina y leucina). En este estudio no
encontramds pacientes y/o controles homocigotos para Iéucina como fue descrito
originalmente por Labrie (79). Con base en los datos anteriores podemos concluir que
eféctivamente existe un polimorfismo del gen 2 de la 5a-reductasa para el codén 89
localizado en el exén 1.

En conclusién se pudo confirmar, mediante este estudio que abarca el 16% del total de
las familias afectadas en el mundo, que es el gen conocido como el 2 de la 5a-reductasa
humana el que al presentar mutaciones (por lo general puntuales) en su genoma determina
las aiteraciones fenotipicas, bioquimicas y endocrinolégicas previamente descritas. Sin
embargo, en uno de nuestros pacientes, al igual que en otro informado en la literatura, no
se pudo precisar con exactitud la mutacidn especifica que dié origen al padecimiento. Las
diversas mutaciones no manifiestan diferencias fenotipicas entre los sujetos afectados y
tanto en el presente estudio como en el de otros autores ha sido imposible precisar una
correlacién entre las caracteristicas clinicas y endocrinolégicas con las mutaciones
detectadas. Esto es cierto excepto por lo observado en los casos 9y 10, pacientes que son. . '
portadores en estado homocigoto de una mutacién sin sentido que di¢ lugar a un codén de -
terminacién prematuro en la posicién 227. Dichos sujetos presentan un fenotipo "més
masculino”, pudiéndose interpretar esta hallazgo como una correlacién fenotipo-mutaciénv.

Otro hallazgo muy interesante en esta familia es que ambos pacientes son homoc,igot‘c}s o

para la mutacién de un codén de terminacién prematuro (triplete UGA) en el exén 4 ‘y‘p'é'r‘é ‘

el polimorfismo dado por el codén GTA que codifica para el aa valina en el exéh_l’.' Sus

progenitores son heterocigotos tanto para el primero (codones UGA/CGA) corhbf pa}é el »
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segundo (GTA/CTA); es decir, valina/leucina. La uUnica interpretacidn posible para este
hallazgo serfa que tanto la mutacién responsable de la deficiencia primaria de 5a-reductasa,
como el polimorfismo detectado, estén en posicién intragénica cfs; es decir, que el coddn
de terminacion prematuro UGA del ex6n 4, estd en posicién c¢is con el codén GTA del exdn
1, que codifica para el aa valina. Esto demuestra que tanto la mutacién como el
polimorfismo segregan juntos, ya que serfa casi imposible que ocurriese un
entrecruzamiento Intragénico que separase el exén 1 del exén 4 dando lugar a un gen
recombinado que tuviese la mutacién en el exén 4 ademas del codén CTA el cual codifica
para el aa leucina, modificando la posicién ¢/s (UGA-GTA) a posicién trans (UGA-CTA). Si
bien en esta familia no se pudo, por interrogatorio, confirmar consanguinidad de los padres,
los hallazgos mencionados sugieren fuertemente esta posibilidad; ya que los padres
comparten "un mismo cromosoma" con la mutacién para la deficiencia primaria de 5¢-
reductasa y el polimorfismo sin expresién fenotipica en el exén 1, son originarios de una

misma ciudad y sus antepasados por generaciones oriundos del mismo estado.
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