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Resumen 

La determinación del sexo ocurre en los mamíferos durante el periodo fetal y es un 

proceso fundamental para la persistencia de la especie. El desarrollo de las gónadas 

masculinas está dado por una serie de eventos genéticos y moleculares que dirigen la 

maquinaria necesaria en tiempo y espacio para dar origen a los genitales externos 

masculinos y por ende las características del sexo fenotípico. Las hormonas 

esteroides son de vital importancia para el establecimiento de las características 

sexuales en el varón. La 5a-reductasa es la enzima responsable de la conversión de 

testosterona a dihidrotestosterona, dos de las hormonas masculinas más importantes. 

Una deficiencia en la actividad de la enzima da origen a diversas patologías resultado 

de la deficiencia primaria o secundaria de 5a-reductasa. El origen de está disminución 

en la actividad de la enzima se debe a mutaciones en el gen tipo 2 de la 5a-reductasa 

en el caso de la deficiencia primaria. Uno de los mecanismos epigenéticos implicados 

de manera importante en la aparición de mutaciones y que también está involucrado 

en la regulación transcripcional de genes es la metilación del DNA. En este trabajo se 

evaluó el patrón de metilación para los genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa en 

sujetos normales y deficientes de la enzima. Se compararon los patrones de metilación 

entre sujetos normales y afectados. Se demostró que en los pacientes con deficiencia 

de la enzima la cantidad de sitios CpG metilados es mayor que en los sujetos 

normales lo cual sugiere que cambios en la estructura de la cromatina por sitios CpG 

metilados y la interacción con moléculas que reconocen estos sitios podrían estar 

relacionados con el incremento en las mutaciones observadas en el gen tipo 2 de la 

5a-reductasa y con cambios en la expresión de la enzima. 
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Abstract 

One of the most important events in mammals during the fetal period is the sexual 

determination . The development of the male gonads is given due to severa! genetic 

and molecular changes that conduct the temporal and spatial machinery to generate 

externa! genitalia of the male, and the characteristics of phenotypical sex. The steroid 

hormones are fundamental in mammals during this process. Testosterone and 

dihydrotestosterone are the androgens more prevalent in males. The 5a. reductase 

catalyze the action of many steroids in the ring alpha. This is the most important 

enzyme during the development of externa! genitalia in males. Two isozymes have 

been cloned with different biochemical and pharmacological properties. In this work we 

have studied the differential regulation of both genes in different cell types, and 

epigenetic factors like DNA methylation which may be are involved in the regulation of 

these genes. This data showed that type 1 gene is expressed in lymphocytes and 

genital skin fibroblast. In contrast the type 2 gene is tissue specific only expressed in 

fibroblast. Many mutations have been reported in the type 2 gene. The appearance of 

these mutations has not been well understood. One of the mechanism that has been 

involved in this phenomenon is the DNA methylation. The DNA methylation can 

participate like a mechanism that prometes mutations, and also modulates the 

expression of genes. We showed that the DNA methylation was more higher in patients 

with primary deficiency of 5a.-reductase in the exon 4 of type 2 gene, compared with 

lymphocytes in normal individuals. The influence of the methylation in this gene could 

be determinant in the appearance of these mutations. 
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1. Introducción. 

La diferenciación sexual es un proceso dinámico que está sujeto a un programa 

secuencial ordenado e interrelacionado que se lleva a cabo en tres etapas 

consecutivas: el establecimiento del sexo cromosómico durante la fertilización, el 

desarrollo del sexo gonadal y el desarrollo de las características sexuales secundarias, 

colectivamente denominadas sexo fenotípico (Hiort y Holterhus, 2000 Viger et. al. , 

2004). 

El sexo genético masculino del embrión es determinado por su constitución 

cromosómica través de los cromosomas 46, XY. Este patrón cromosómico es el inicio 

de una cascada de eventos genéticos que conllevan al desarrollo de la · gónada 

masculina, el testículo. A este proceso determina el sexo gonadal. Las gónadas a su 

vez secretan hormonas esteroides y peptídicas que son esenciales para el desarrollo 

de los genitales internos y externos. La acción hormonal dirige el sexo fenotípico (Hiort 

y Holterhus 2000, Viger et. al. , 2004). 

El término determinación sexual es también uti lizado para los procesos del 

desarrollo que conducen a la función testicular global. En contraste la diferenciación 

sexual describe acciones hormonales específicas que llevan a un individuo a tener un 

fenotipo sexual específico. Esto involucra tanto el desarrollo de los genitales internos y 

externos como el progreso en la maduración sexual durante la pubertad. El genero 

de un individuo es el sexo de asignación y normalmente depende de una 

determinación y diferenciación sexual normal (Hiort y Holterhus 2000, Viger et. al. , 

2004) 

1. 1 Diferenciación Sexual 

1. 1. 1 Etapa gonadal 

El proceso de diferenciación sexual se inicia después de la fertilización con el 

establecimiento del sexo cromosómico y la expresión de diferentes genes como WT-1, 

7 



LIM-1 y SF1 que llevan a la formación de la gónada indiferenciada (Hiort y Holterhus, 

2000) Fig . 1. 

Durante mucho tiempo se pensó que existía una molécula que era esencial para 

el desarrollo del testículo a la cual se le llamó factor determinante testicular (TDF). 

Actualmente a este gen se le conoce como SRY ("sex-determining region, Y

chromosome"). Es un gen evolutivamente conservado y consiste de un solo exón que 

codifica para una proteína con un motivo de unión a DNA. Esta actúa como un factor 

de transcripción que en turno regula la expresión de otros genes. Existe evidencia de 

que SRY se une al promotor de AMH y que también participa en la regulación de 

enzimas esteroideogénicas. Probablemente SRY induce la expresión de AMH para 

prevenir la formación de derivados de los duetos Mullerianos (Hiort y Holterhus, 2000, 

Mittwoch 2004 ). 

En el progreso de la gónada bipotencial hacia la diferenciación del testículo, 

además del SRY, otros genes intervienen en la diferenciación de la gónada, tales 

como SOX 9 que participa en la diferenciación de los condrocitos en las células 

mesenquimales durante la condrogenésis, adicionalmente es un activador del gen de 

colágeno tipo 11 que es esencial para la formación de la matriz extracelular del 

cartílago. Un gen que está involucrado en el desarrollo adrenal, testicular y del ovario 

es DAX-1, este es expresado durante la formación del ovario pero suprimido por el 

SRY, lo cual es clave durante el desarrollo testicular (Hiort y Holterhus 2000, Mittwoch 

2004). 

Finalmente los genes DMRT-1 y 2 también participan en la diferenciación de la 

gónada. En casos en dónde se ha observado disgenesia gonadal estos genes se 

encuentran deletados, sugiriendo que la disgenesia gonadal puede ser debida a la 

hemicigocidad combinada de ambos genes. Existen al menos una docena de genes 

que participan en la determinación del sexo (Hiort y Holterhus 2000, Mittwoch 2004). 
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Defectos en genes responsables de la diferenciación gonadal dan por resultado 

una disgenesia gonadal parcial o completa y por lo tanto una falla global de la función 

testicular. Así en el sexo fenotípico, ambos genitales internos y externos son 

anormales (Swain y Lovel l-Badge 1999, Canning y Lovell-Badge, 2002). 

1. 1. 2 Diferenciación testicular 

En el embrión XY, la gónada primitiva se diferencia hacia testículo. Una función 

temprana del testículo fetal es la producción de la hormona antimulleriana (AMH) por 

las células de Sertoli. Esta produce regresión de los duetos Mullerianos que son 

estructuras precursoras de los genitales externos femeninos. La formación de duetos 

Mullerianos es fundamental en el caso de las hembras. Para el caso de los machos la 

acción de la hormona antimulleriana determina la formación de las características 

sexuales primarias (Swain y Lovell-Badge 1999, Canning y Lovell-Badge, 2002). Fig. 1 

Por otro lado las células de Leydig se observan aproximadamente en el día 60 

de la gestación y proliferan rápidamente hasta la mitad de cuarto mes, después de la 

diferenciación de los cordones testiculares primitivos. Las células de Leydig secretan 

testosterona, que es la hormona reguladora de la diferenciación masculina de los 

conductos Wolffianos. La síntesis de Testosterona en el desarrollo del testículo es 

controlada durante el inicio de la vida fetal por la gonadotropina coriónica (hCG) y solo 

después por la hormona luteinizante (LH). Ambas hCG y LH estimulan la síntesis de 

testosterona vía el receptor de LH (LHR) (Swain y Lovell-Badge 1999, Canning y 

Lovell-Badge et al, 2002). 

1. 1. 3 Etapa fenotípica 

La diferenciación fenotípica subsiguiente es consecuencia de las diferencias 

anatómicas y estructurales de las gónadas de las tres etapas de diferenciación sexual 

masculina: sexo cromosómico gonadal y fenotípico (Hiort y Holterhus, 2000). Fig. 1 
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REGRESION DE DUCTOS 
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Figura 1. Diferenciación sexual gonadal en el macho. Diferentes aspectos 
moleculares, junto con la acción de las hormonas esteroides masculinas que actúan 
durante la diferenciación sexual gonadal. 

1. 2 Síntesis de Andrógenos 

Las hormonas esteroides son sintetizadas a partir del colesterol en la 

mitocondria. La estimulación de la síntesis de esteroides es mediada por la proteína 

reguladora esteroidogenica (StAR), que es un transportador activo de colesterol a 

través de la membrana interna de la mitocondria. Los pasos iniciales en la síntesis de 

andrógenos están compartidos entre glucocorticoides, mineralocorticoides y esteroides 

sexuales. (Hiort y Holterhus, 2000). Los últimos pasos en la síntesis de esteroides en 
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el macho son mediados por diferentes reacciones enzimáticas. Estas reacciones son 

solamente confinadas a la síntesis de andrógenos y no inhiben la formación de 

glucocorticoides y mineralocorticoides (Hiort y Holterhus, 2000). 

La enzima 17P-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17~-HSD) convierte 

androstendiona a testosterona en el testículo y esta promueve el desarrollo de los 

genitales internos en el macho (epidídimo, vaso deferente y vesículas seminales). La 

acción de la 5a-reductasa es el último evento en el desarrollo sexual masculino, un 

proceso complejo que requiere de la exacta coordinación entre las señales genéticas y 

hormonales (Andersson 1989), Esta enzima convierte la Testosterona (T) a 

Dihidrotestosterona (DHT) dando lugar a la diferenciación de las estructuras externas 

del varón (pene, escroto y próstata)(Andersson et. al ., 1989, Hiort y Holterhus 2000, 

Viger et. al. 2005). 

1. 2. 1 Mecanismo de Acción de Andrógenos 

La acción de andrógenos T y DHT en tejidos blanco son claves para el 

desarrollo masculino, dependen de la acción del receptor de andrógenos (AR) un 

miembro de la familia de receptores de esteroides. La regulación transcripcional de 

genes blanco por receptores de esteroides involucra mecanismos moleculares 

ampliamente descritos como la unión hormonal, la fosforilación del receptor, 

disociación de las proteínas de choque térmico, dimerización, tráfico intracelular y 

translocación nuclear. La unión al DNA y la activación de la transcripción dan por 

resultado una variedad de efectos biológicos en diversos tejidos. (Hiort y Holterhus, 

2000). Fig. 2 

Se ha demostrado que la DHT se une al receptor de andrógenos con una 

afinidad más alta que la testosterona, promoviendo la diferenciación de los genitales 

masculinos (Beato et al, 1996). Defectos genéticos en el receptor de andrógenos 

provocan defectos en la diferenciación de las estructuras masculinas internas y 

externas (Hiort y Holterhus, 2000). 
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TESTOSTERONA 
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- DIMERIZACIÓN 
-FORMACIÓN DE 
COMPLEJOS DE 
TRANSACTIVACIÓN 
-UNIÓN AL _____.. 
ELEMENTO DE 
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JÍ 

MEMBRANA 
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EFECTO 
BIOLÓGICO 

PROTEINA 
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ANDRÓGENOS 

TRADUCCIÓN 

Figura 2. Mecanismo de acción de Andrógenos. El receptor de andrógenos (AR) se 
une a las proteínas de choque térmico. Después de la unión a la hormona ocurre una 
intensa fosforilación. Posteriormente se da el paso al núcleo en donde se dimeriza y 
ejerce su efecto a través de la unión con elementos de respuesta a andrógenos 
(ARE) . Bajo la influencia de diversos factores de transcripción (TF) se inicia la 
transcripción del gen blanco dando lugar a distintos efectos biológicos (Hiort y 
Holterhus 2000) 

2. La enzima 5a-reductasa 

2.1. Expresión, clonación y regulación de los genes de la 5a- reductasa 

Desde que se descubrió la actividad de la 5a-reductasa en un homogenado de hígado 

de conejo en 1954, la presencia de esta enzima se ha descrito en órganos y tejidos de 

diferentes especies animales incluyendo al humano (Thigpen et. al. 1993). La 5a-

12 



reductasa transforma selectivamente un 4-ene-3-oxoesteroide (testosterona) 

irreversiblemente a 5-alfa-3-oxoesteroide (5a- dihidrotestosterona) en presencia de 

NADPH como coenzima esencial a un pH óptimo (Normington y Russell 1992). 

Aunque el papel de la 5a-reductasa en la diferenciación sexual masculina ha 

sido bien establecida, muchas observaciones acerca del gen y la proteína no se han 

descrito. La enzima fue parcialmente purificada de la rata y se ha observado que es 

una proteína integral de la membrana del retículo endoplásmico o de la membrana 

nuclear. El gen que codifica para la enzima fue clonado y secuenciado por Andersson 

y Russell en 1989 y se demostró que la 5a-reductasa está bajo control hormonal en 

el hígado y en la próstata ventral (Andersson et. al. 1989, Torres y Ortega 2003). 

Estudios subsecuentes se llevaron a cabo para identificar el gen que codifica 

para la enzima de la 5a-reductasa dándose a conocer su estructura. El análisis de 

DNA indica que el mensajero codifica para una proteína hidrofóbica de 29000 Da. La 

enzima humana consta de 259 aminoácidos. La comparación entre la proteína del 

humano y la rata muestra una identidad del 60 % y un solo transcrito para la Sa

reductasa en el hígado y en la próstata de la rata. (Andersson et. al. 1989) 

2. 2. Estructura del gen de la 5a- reductasa. 

Años más tarde se demostró la existencia de dos genes que codifican para 

isoenzimas con características estructurales similares pero diferentes propiedades 

bioquímicas y farmacológicas (Andersson et. al. 1991 , Jenkins et al 1992 ) tabla 1 

El gen tipo 1y2 de la 5a-reductasa tiene 5 exones de 352,164,102,151y1695 

pares de bases respectivamente, que comparten entre 43.8 y 64.1 % de homología 

con los exones del gen tipo 1 (Labrie et. al. 1992) Fig. 3. 

A lo largo de los años se han hecho diferentes aportaciones acerca de los 

posibles mecanismos que participan en la regulación de esta enzima fundamental para 
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el establecimiento de las características sexuales fenotípicas en el varón y por otro 

lado tan importante también en enfermedades como la hiperplasia prostática benigna y 

el cáncer de próstata. (Andriole et. al. , 2004, Bosland . 2000) 

PROMOTOR EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4 EXON 5 

PROMOTOR EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4 EXON 5 

Figura 3. Estructura de los genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa. La 
estructura de los genes de la 5a-reductasa es similar en las dos isoenzimas, contiene 
5 exones y 4 intrones, pero muestran diferencias bioquímicas y farmacológicas 
(Jenkins et al 1992) 

2. 3. Mutaciones en el gen tipo 2 de la 5a-reductasa 

Los primeros estudios acerca de la patología ocasionada por deficiencia de la 

enzima por lmperato y cols. en 197 4 fueron hechos en una población en República 

Dominicana , en donde se había observado que ciertas niñas al llegar a la pubertad, 

mostraban engrosamiento de la voz y características masculinas, además de ser 

infértiles y mostrar cambios en la identidad sexual (lmperato McGinley et. al. 1974). 

Análisis bioquímicos revelaron que estos individuos tenían niveles de 

testosterona (T) elevados o normales pero niveles bajos de dihidrotestosterona (DHT), 

lo cual indicaba una anomalía en la enzima que convierte T en DHT (lmperato 

McGinley et. al. 1974). Estudios posteriores mostraron que los individuos deficientes 

en DHT, al nacer tenían genitales externos ambiguos, presentaban hipospadias y no 
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había descenso testicular. Al conjunto de características que presentan estos 

individuos se le conoce con el nombre de deficiencia primaria de 5a- reductasa 

(Tigphen et. al. 1992). 

Uno de los hallazgos relacionados con la inactividad de la enzima fue la 

observación de mutaciones a lo largo del gen tipo 2 de la 5a-reductasa. Esto demostró 

que las deficiencias en la actividad de la enzima eran debidas a mutaciones puntuales 

del gen, originando cambio de un codon en la secuencia y por lo tanto una enzima 

anormal (Tigphen et. al. 1992). Se han descrito mutaciones en el gen tipo 2, tanto de 

tipo heterocigotas como homocigotas. Mientras que en el gen tipo 1 aún no se han 

descrito mutaciones que afecten la diferenciación sexual, comprobándose así que el 

gen tipo 2 es el responsable de los cambios fenotípicos en el varón durante el 

desarrollo (Tigphen et. al. 1992, Fernández-Cancio et. al. 2004. Skordis et. al. 2005, 

Hackel et. al. 2005 ). 

2. 4. Participación de la Sa-reductasa en la hiperplasia prostática benigna 

(BPH) y cáncer. 

La producción excesiva de 5a-reductasa se ha relacionado con la aparición de 

diversos trastornos relacionados con la actividad androgénica, como son la hiperplasia 

prostática benigna, el cáncer de próstata, la alopecia androgénica, etc. ,(Smith et al 

1996, Marcelli and Cunningham 1999, Jaffe et al 2000, Asada et al 2001 , Carson 111 

and Rittmaster,2003, Andriole et al 2004). 

La importancia de esta enzima no solo radica en el hecho de la deficiencia de la 

enzima sino también en diferentes procesos patológicos como la Hiperplasia prostática 

benigna (BPH por sus siglas en inglés) y el cáncer de próstata (Marcelli y 

Cunningham, 1999). Se ha descrito una correlación importante entre los niveles de 

OHT, la aparición de BPH el cáncer prostático (Marcelli y Cunningham 1999, Jaffe et. 

al. 2000). Esta relación ha llevado a los investigadores a centrarse en el papel de la 

5cx.-reductasa durante el desarrollo de estas enfermedades. Diferentes estudios 
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demuestran que la isoenzima tipo 2 es la responsable del incremento en el tamaño de 

la próstata (BPH), y en ciertos casos se ha observado que después de un cuadro de 

hiperplasia se puede desarrollar un patrón canceroso (Marcelli y Cunningham, 1999). 

Por otro lado, en pacientes en los que las biopsias determinaron un primer 

grado de cáncer, también se ha observado un incremento notable en la producción de 

DHT ocasionada por una regulación a la alta de Sa-reductasa (Marcelli y Cunningham 

1999). Tal es la importancia de estos estudios, que la mayoría de los fármacos 

utilizados en el tratamiento de estos trastornos están enfocados a inhibir la actividad 

de la enzima, tales como el finasteride, que se utilizó en un inicio y el dutasteride 

actualmente en uso (Rodees et. al. 1994, Vaarala et. al. 2000, Andriole et. al. 2004, 

Chapple et. al. 2004, Clark et al 2004). Todo esto en conjunto con otro tipo de terapias 

como la inhibición farmacológica de los andrógenos por flutamida y otros (Pitts et. al. 

2003, Moul y Chodak 2004) y la remoción total de los testículos así como de la 

quimioterapia e inmunoterapia. Este tipo de terapias asociadas al metabolismo de 

andrógenos son ampliamente utilizados para un mejor manejo de estos pacientes, sin 

embargo aún no existe un tratamiento preciso para la cura del cáncer de próstata 

(Marcelli et. al. 1999, Bosland 2000). 

Durante las pasadas dos décadas, la investigación de la Sa-reductasa se ha 

centrado en la comprensión de las funciones biológicas y en los efectos de sus 

metabolitos reducidos, sin embargo los mecanismos precisos por los cuales se regula 

esta enzima aún no han sido bien establecidos y menos aún cual es el origen de las 

mutaciones observadas en el gen tipo 2. Se han propuesto diferentes mecanismos que 

podrían responder a esta pregunta. Los mecanismos denominados epigenéticos tales 

como las modificaciones postraduccionales de las histonas acetilación, metilación del 

DNA y de histonas, quizá podrían explicar como es que se regulan los genes de la 5a

reductasa y la aparición de mutaciones que a su vez también han sido implicadas con 

algunas patologias relacionadas a los andrógenos (Hollyday y Grigg 1993, Green et. 

al. 1990, Hoque et. al.2005). El ampliar los conocimientos acerca de la 5a-reductasa 

nos permitirá un mejor entendimiento de sus funciones a diferentes niveles y quizá 
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está información podría dirigirse un futuro al desarrollo de nuevas estrategias para la 

prevención y el tratamiento de la deficiencia de 5a-reductasa tipo 2. 

Para entender un poco mas acerca de los mecanismos epigenéticos y su 

participación en algunas enfermedades en el humano, a continuación se incluye una 

revisión acerca de los aspectos mas importantes descritos acerca de este tema. 

TABLA 1. Características generales de las isoenzimas de la Sa-reductasa de 

humano. 

5a-reductasa 5a-reductasa 

tipo 1 (humano y rata) tipo 2 (humano y rata) 

TEJIDO PERIFÉRICO 
TEJIDO ANDRÓGENO 

(hígado, piel, etc.) 
REGULADO (epidídimo, testículo, 

próstata, etc.) 
EXPRESION No se inhibe con 

finasteride 
Se inhibe con finasteride y 

dutasteride 

pHOPTIMO 
BASICO A NEUTRO ACIDO 

ACTIVIDAD ANABOLICA 
CATABOLICA 
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DNA methylation: 
an epigenetic process of medica/ importance 

ABSTRACT 

Methylation oí CpG dinucleotides is an epigenetic mecha
nism involved in thc regulatíon of gene exprcssion in mam
mals. The patterns of CpG methylation are specie and tissue 
spccific. The biologica/ machinery of this system comprises a 
variety of regulatory proteins including DNA mcthyltrans
ferases. putative dcmcthylases. methyl-CpG binding proteins. 
histones modifying cnzymcs and chromatin remodcling com
plexcs. DNA methylation maintains gene silencing and par
ticipates in normal development, gcnomic imprinlíng and X 
chromosome inactivation. In conlrast, alterations in DNA 
methylation participate in thc induction of some human dis
eases. especial/y thosc involving dcvclopmcntal defccts and 
wmorigcnesis. This revicw summarízes thc molecular as
pects of DNA methylation and its implicalions in canccr and 
othcr human discascs in whích this cpigcnctic mcchanism 
has been involved. Our understanding of the epigenetic 
changcs that occur in human discascs will be vcry importan/ 
far future managcmcnt. Changcs In thc pa11crns of mcthyla
tion can be uscd as markers in cancer and thcir pocentially 
reversible statc crcatcs a targct far thcrapcutic stratcgics in
volving specific gene re-activation or rc-silencing. 

Key words. DNA methylalion. Epigenetics. Histonc modífí
cations. Genomic imprinting. Cancer. 

INTRODUCCIÓN 

En los últimos años el Proyecto del Genoma Hu
mano ha tenido un gran avance, lo que resultó en la 
publicación del primer borrador de su secuencia 

R ESUMEN 

La metilación del ADN en dinuclcótidos CpG es uno de los me
canismos epigenéticos implicados en la regulación de la exprc· 
sión génica en mamíferos. Los patrones de meti lación son es· 
pecíficos para cada especie y tipo de tejido. La maquinaria 
implicada comprende diferentes proteínas reguladoras inclu
yendo a las ADN metiltransferasas. desmeli lasas putat ivas. 
proteínas de unión a CpG metilados. enzimas modificadoras 
de histonas y complejos remodeladores de la cromatina. La 
metilación del ADN es de vita l importancia para mantener el 
silenciamiento génico en el desarrol lo normal. la impronta ge
nómica y la inactivación del cromosoma X. En contraste. alte· 
raciones en ella están implicadas en a lgunas enfermedades 
humanas. especialmente aquéllas re lacionadas con defectos en 
el desarrollo y el proceso neoplásico. Esta revisión resume los 
aspectos moleculares de la mcti lación del ADN y su participa· 
ción en el desarrollo normal. el cáncer y en algunas patologías 
humanas en las que los mecanismos epigenéticos han s ido im
plicados. El conoci mi<'nto ele las modificaciones epigenét iras 
que ocurren en las enfermedades humanas será importante 
para su manejo futuro. Los cambios en los patrones de mctila· 
ción podrán ser empicados corno marcadores en cáncer y el es
tado potencialmente reversible de este proceso constituye un 
blanco ideal para crear estrategias terapéuticas que impliquen 
la reactivación o el re-silenciamicnto de genes específicos. 

Palabras clave. Melilación del ADN. Epigenética. Modifica
ciones de histonas. Impronta gcnómica. Cáncer. 

hace dos años. t.2 Sin embargo, aún queda por diluci 
dar la estructura y funcionamiento de la mayoría de 
los genes que lo constituyen. Las cél ulas somáticas 
de un organismo multicelula r tienen básicamente la 
misma información genética. no obstante. cada uno 
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de los tipos celulares que forman parte del organis
mo tiene una estructura y función características. 
Esto se debe a la expresión diferencial del genoma, 
la cual es regulada principalmente por mecanismos 
epigenéticos. 

El término epigenética ha sido definido como "Jos 
cambios heredables en la expresión génica que ocu

rren sin una alteración en la secuencia de nucleóti
dos del ADN." 3 Así, un mecanismo epigenético puede 
ser entendido como un sistema complejo para utili
zar selectivamente la información genética. activan
do y desactivando diversos genes funcionales. Las 
modificaciones epigenéticas pueden implicar la meti
lación de residuos de citosina en el ADN y/o cambios 
en la estructura de la cromatina que regulan la ex
presión génica. 4 

La metilación del ADN se ha observado en diver
sas especies de bacterias, algunos hongos, plantas y 
organismos superiores. En las bacterias, la metila
ción es parte de un mecanismo de defensa para redu
cir la cantidad de transferencia génica horizontal en
tre las especies.5 Inicialmente no se había detectado 
metilación del ADN en Drosophila melanogaster, sin 
embargo, se ha demostrado un nivel bajo de metila
ción en estadios tempranos del desarrollo .6 En con
traste. en Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccha
romyces pombe aparen temente no se presenta este 
fenómeno.5 

En los mamíferos, la metilación del ADN y su sig
nificado funcional es un área activa de investigación. 

Este proceso afecta las interacciones ADN-proteína, 
puede alterar la estructura y replicación del ADN. la 
expresión de los genes y la diferenciación celular, la 
latencia de virus celulares, y Ja inactivación trans
cripcional de elementos genéticos móviles, además de 
aumentar el riesgo de mutaciones espontáneas; lo 
que hace de este tema un tópico de gran relevancia 

médica. Esta revisión se centra en describir los me
canismos generales de la metilación del ADN y su 
relación con diferentes patologías en el humano. en 
particular con el proceso neoplásico (Figura 1). 

METILACIÓN DEL ADN EN MAMÍFEROS 

En el genoma de los vertebrados la única modifi
cación epigenética en la molécula del ADN se produ
ce por la adición enzimática de un grupo metilo al 
carbono 5 de la citosina . La mayoría de las 5-meti l
citosinas (5mC) en el ADN de mamíferos están pre
sentes en los dinucleótidos 5 --CpG-3 - y en la cadena 
complementaria en el dinucleótido 3 · -GpC-5 · . Tam
bién pueden estar met iladas secuencias no CpG como 
5 · - CpNpG-3 - o no simélricas como 5 --CpA-3 - y 5 --
CpT-3 '. pero con menor frecuencia. 7

·8 

En las célu las somáticas humanas. la 5mC consti
tuye l % del total de las bases del ADN y afecta un 
alto porcentaje de todos los dinucleótidos CpG en el 
genoma. La presencia de la 5mC produce un cambio 
conformacional en la doble cadena del ADN. lo 
cual + podría actuar como una seilal específica para 

METILACIÓN 
DELADN 

Figura 1. Participación de la metiladón del ADN en los procesos celulares normales y en diferentes procesos patológicos. 

Rodrlguez·Dorantes M, et al. Metilación del AON: un fenómeno epigent!tico de Importancia mMlca. Rev lnvest Clin 2004; 56 (1): 56·71 57 



otras moléculas que intervienen en la regulación de 
la expresión génica. El estado de metilación de los 
residuos de citosina le puede conferir una variación 
espacial y temporal a la estructura de la cromatina, 
habiéndose demostrado que generalmente existe una 
correlación inversa entre los niveles de metilación 
del ADN y la expresión génica.9 

Los dinucleótidos CpG no están distribuidos uni
formemente en el genoma humano. En 98% del geno
ma. los CpG están presentes en promedio una vez 
por cada 80 dinucleótidos, existiendo regiones de 
200 pb a varias kilobases que tienen una frecuencia 
cinco veces mayor de dinucleótidos CpG (> 60% de 
CG). denominadas "islas CpG". Aproximadamente 
60 a 90% de todas las secuencias CpG dispersas en el 
genoma están metiladas. mientras que las corres
pondientes a las islas CpG localizadas en la mayoría 
de los genes de mantenimiento celular no lo están. 
En general, las islas CpG se localizan entre la región 
central del promotor y el sitio de inicio de la trans
cripción. observándose represión en la expresión del 
gen cuando se encuentran hipermetiladas.9•11 

El análisis computacional de la secuencia del ge
noma humano predice cerca de 29,000 islas CpG 1•2 y 
se ha demostrado que la gran mayoría no están me
tiladas en todos los estados del desarrollo ni en to
dos los tipos de tejidos. Esto es válido aun para las 
islas CpG que están localizadas en muchos de los ge
nes que tienen un patrón de expresión tejido especí
fico, tal es el caso de los genes que codifican para 
las cadenas a de la hemoglobina 12 y para las cade
nas a- 2 de la colágena tipo 113 y poseen islas CpG 
que se mantienen desmetiladas en todos los tejidos 
estudiados. Sin embargo. una proporción pequeña, 
pero significativa. de estas islas CpG puede mante
nerse libre de metilación sólo hasta el momento en 
que el gen asociado es silenciado durante el desarro
llo embrionario. Esto ocurre. particularmente, en al
gunos de los genes improntados y en los localizados 
en el cromosoma X inactivo de las mujeres.4·9 

Establecimiento de 
los patrones de metilación 

Un prerrequisito para entender las funciones de 
la metilación del ADN es conocer la existencia de pa
trones heredables del estado de metilación en el ge
noma de los mamíferos. Los patrones de metilación 
en las células somáticas son generalmente estables y 
heredables. sin embargo. son reprogramados amplia
mente en las células germinales y durante el desa
rrollo embrionario temprano, siendo la metilación de 
novo particularmente activa en estos estadios. 14 En 

general. el genoma de las células germinales femeni
nas se encuentra menos metilado que el de las mas
culinas. El patrón de metilación de los gametos es 
borrado por una desmetilación generalizada cerca 
del estadio 8 células. A partir de entonces, la metila
ción del ADN adquiere patrones específicos durante 
el desarrollo embrionario y se establece el patrón de 
metilación de las células somáticas.9•15 Se ha sugeri
do que los patrones de metilación de las islas CpG 
pueden servir para compartamentalizar al genoma 
en zonas transcripcionalmente activas e inactivas.4 

La metilación de novo también puede ocurrir en 
las células somáticas adultas. un número significati
vo de islas CpG son susceptibles de metilación pro
gresiva en ciertos tejidos durante el proceso de enve
jecimiento o en los procesos neoplásicos. Sin 
embargo. la velocidad con que ocurren estos cam
bios parece ser muy lenta.9· 16 Recientemente se ha 
observado que existen patrones de rnetilación anor
males en muchos tipos de cáncer. los cuales condu
cen principalmente a la inactivación de genes supre
sores de tumores y a la inestabilidad del genoma. 17 

Una gran interrogante ha sido cómo se generan 
los patrones de ADN metilado y desmetilado duran
te el desarrollo y cómo se mantienen en las células 
diferenciadas. Estos procesos parecen ser el resulta
do de la acción combinada de enzimas que se encar
gan de metilar y de manlener los patrones de metila
ción. llamadas metiltransferasas de novo y de 
mantenimiento, respectivamente. is 

Diferentes líneas de investigación sugieren que 
los patrones de metilación del ADN son vitales para 
el desarrollo normal de Jos vertebrados. Esto ha sido 
demostrado en ratones transgénicos homocigotos 
para mutaciones en alguno de los genes que codifi
can para las ADN metiltransferasas. los cuales mue
ren durante el desarrollo embrionario. El nivel de 
metilación de células pluripotenciales embrionarias 
en estos animales comparado con el de células nor
males y de animales heterocigotos se redujo alrede
dor de un tercio con respecto a Jo observado en los 
heterocigotos o en las células de embriones norma
les. Aunque no se observaron diferencias en el feno
tipo de las células pluripotenciales embrionarias ho
mocigotas en cultivo. Jos embriones homocigotos 
mostraron atrofia severa. retardo en el desarrollo y 
muerte a mitad de Ja gestación. 19

·2º 

Maquinaria celular de 
la metilación y desmetilación del ADN 

La metilación del ADN es un proceso dinámico 
eficientemente regulado. las secuencias no metiladas 
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pueden ser metiladas y los grupos metilo pueden per
derse. por lo que los patrones de metilación de las cé
lulas somáticas son el resultado de ambas activida
des, metilación y desmetilación. 

La reacción de metilación del ADN es catalizada 
por las ADN metiltransferasas e involucra la trans
ferencia del grupo metilo de la S adenosil- L-metio
nina al carbono 5 de la citosina.21 En células de ma
mífero se han identificado tres enzimas diferentes 
que llevan a cabo esta reacción y se han clasificado 
en dos grupos: las ADN metiltransferasas de mante
nimiento (DNMT I) y las metilasas de novo 
(DNMT3A y DNMT3B). 18.20 

La acción de las ADN metiltransferasas de mante
nimiento ocasiona que el ADN sea metilado al inicio 
de la replicación. Sólo Ja cadena nueva es metilada, 
y por esta razón los patrones son heredados de una 
manera semiconservativa y pueden ser perpetuados 
en la población celular. En el ratón, la DNMTI tie
ne una preferencia de cinco a 30 veces mayor por 
sustratos hemimetilados, por lo que se le asignó una 
función en el mantenimiento de los patrones de meti
lación.22 Esta enzima se expresa de forma ubicua en 
los tejidos somáticos y su principal actividad se ob
serva durante la replicación del ADN, interactuando 
con el antígeno nuclear de proliferación celular 
(PCNA), la proteína que ancla a la ADN polimerasa 
en la horquilla de replicación. 23 Sin embargo, existen 
evidencias de que la Dnmtl también está implicada 
en ciertos tipos de metilación de novo, siendo especí
fica para el dinucleótido CpG. Además, la Dnmtl in
teracciona con complejos proteicos implicados en la 
represión transcripcional que incluyen a las desace
tilasas de histonas (HDAC).8.18.24 

En el humano, las ADN metiltransferasas con ac
tividad de novo, DNMT3A y DNMT3B. adicionan 
un grupo metilo a la citosina del dinucleótido CpG 
no metilado, creando un nuevo CpG altamente hemi
metilado. 20 Las DNMT3Ay DNMT3B murinas están 
poco relacionadas con la familia de la DNMTI .18 Las 
DNMT3A y DNMT3B, al igual que la DNMTI, tam
bién reclutan a las HDAC para silenciar genes. utili
zando un motivo de unión homólogo al homeodomi
nio de plantas (PHD). que es un arreglo conservado 
de residuos de cisteína e histidina observado en dife
rentes proteínas implicadas en la regulación trans
cripcional. 24 Al parecer, las actividades de las metil
transf erasas de novo no se sobreponen durante el 
desarrollo embriona rio del ratón y la DNMT3B me
tila específicamente las secuencias satélites centro
méricas. 20 tal como ha sido sugerido por los datos 
encontrados en los pacientes con síndrome ICF (in
munodeficiencia, inestabilidad centromérica y ano-

malías faciales) debido a mutaciones en el gen 
DNMT3B.25 

Adicionalmente. existe un tercer miembro de la fa
milia DNMT3, denominado DNMT3L, el cual se 
cree que no codifica para una rnetiltransferasa fun
cional dada la pérdida de diferentes motivos conser
vados del dominio catalítico de la enzima. Sin em
bargo, DNMT3L contiene el motivo conservado 
PHD a través del cual se asocia con la desacetilasa 
de histonas 1 (HDAC I) para reprimir Ja transcrip
ción. Se ha postulado que la DNMT3L podría tener 
un papel en la regulación del establecimiento de la 
metilación en la impronta genómica. y que la asocia
ción con las HDAC podría ser relevante para su fun
cionamiento. 18·24 

Se ha sugerido que las DNMT no sólo ejercen su 
función en la represión transcripcional rnetilando al 
DNA. sino que su interacción con las HDAC es inde
pendiente de Ja actividad de metiltransferasas. Por 
otra parte, las DNMT parecen ser dirigidas a regio
nes específicas del genoma a través de interacciones 
proteína-proteína, su asociación con factores de 
transcripción específicos, proteínas de unión a histo
nas metiladas o a correpresores como el complejo 
RB/E2F parecen ser importantes para que su activi
dad de ADN metiltransferasas participe en la repre
sión transcripcional. 24·26·27 

Aunque los mecanismos responsables de la des
metilación aún no han sido completamente dilucida
dos. se han propuesto dos posibles procesos para re
mover los grupos metilo del ADN. Un mecanismo es 
pasivo y resulta de la ausencia de metilación de 
mantenimiento durante varios ciclos de replicación 
del ADN. El segundo mecanismo sugiere la existen
cia de un proceso activo de desmetilación. aun cuan
do existe controversia sobre las características de 
esta actividad. Se ha reportado que una proteína 
de unión a ADN metilado (MBD2b) tiene actividad de 
desmetilasa.28 sin embargo. este resultado aún no ha 
podido ser reproducido por otros investigado
res.9·29·3º Por otro lado, se ha propuesto que la des
metilación activa sea e l resultado de un proceso de 
reparación del ADN, sugiriéndose que una 5-metilci
tosina ADN glicosilasa realice esta actividad.3 1 

Existen evidencias a favor de que ocurren am
bos tipos de desmetilación. Un proceso activo se 
observa predominantemente durante la desmetila 
ción del genoma paterno en el zigoto, mientras 
que Jos cromosomas de origen materno son desme
tilados pasivamente en estados de división poste
riores.15·16.32 Diferentes observaciones apoyan la 
idea de que los patrones de metilación son mante
nidos no sólo por un balance dinámico de activida-
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des de metilación y desmetilación del ADN, sino 
también por el estado local de acetilación y metila
ción de las histonas. 9. 29.30.33 

Funciones de la metilación 

La metilación del ADN constituye un marcador 
epigenético que identifica la cadena molde durante Ja 
replicación del ADN y el or igen parental de regiones 
improntadas. regula a los transposones, la impronta 
genómica y la expresión génica.8·9·15·17 Generalmente 
la metilación en elementos reguladores de los genes 
tales como promotores , pontenciadores, aislantes y 
represores suprime su función.3·4·17 La metilación en 
regiones no codificantes, como la heterocromatina 
centromérica, parece ser crucial para mantener la 
conformación e integridad de los cromosomas.4.9 
También se ha sugerido que la metilación constituya 
un mecanismo de defensa del genoma contra elemen
tos genéticos móviles.9.34 

Represión transcripcion a l 

Se han propuesto dos mecanismos por Jos cuales 
la metilación bloquea la transcripción. La SmC inhi
be la unión de ciertos factores de transcr ipción que 
contienen secuencias CpG en sus sitios de reconoci
miento. Por ejemplo, modifica las actividades de 
unión de factores de transcripción como: E2F, 
CREB. AP2. cMyc/ Myn y NFkB:4•35·36 aunque otros 
como SPl no son inhibidos. 37 El otro mecanismo es 
más general e involucra proteínas o complejos pro
teicos que se unen específicamente a CpG metilados 
y bloquean indirectamente la unión de los factores 
de transcr ipción al limitar su acceso a los elementos 
reguladores. Estas proteínas contienen dominios 
conservados de unión a ADN metilado (MBD, methyl 
binding domain)38·39 y el primer miembro de la fami
lia identificado fue la proteína MeCP2.39·4º Posterior
mente se caracterizaron otras cuatro proteínas con 
MBD conservados, MBD 1, MBD2. MBD3, implica
das al igual que MeCP2 en la represión transcripcio
nal, 11 ·41 ·42 y MBD4 que muestra actividad de ADN 
glicosilasa y remueve timinas de sitios T-G mal apa
reados.43 

Además del dominio MBD. MeCP2 es una proteí
na que contiene un dominio de represión transcrip
cional (TRD. Transcriptional Represión Domain),44 

y está codificada por un gen localizado en el cromo
soma X que se encuentra mutado en pacientes con 
síndrome de Rett. 4s La proteína MBD2 es parte de 
un complejo llamado MeCPl que muestra baja afini
dad por el ADN metilado, lo que sugiere que tiene 

una función de represión transitoria. 11 Existen dos 
isofor mas, MBD2a y MBD2b. dependiendo del sitio 
de inicio de la traducción del gen.41 De manera inte
resante, la isoforma MBD2b no ha sido observada in 
vivo, aun cuando se ha postulado que tiene actividad 
de desmetilasa.46 La proteína MBD3 tiene una alta 
homología con MBD2, aun fu era del dominio de 
unión a ADN metilado y forma un complejo proteico 
diferente al de MBDz.41.42 

Las proteínas MBD median la interacción entre el 
ADN metilado y los componentes de la cromatina 
debido a que son capaces de reclutar complejos re
presores que incluyen a las desacetilasas de histo
nas41.42·47·48 (Figura 2). Las HDAC remueven grupos 
acetilo de los residuos de lisina de las histonas H3 y 
H4 y parecería que la carga positiva resultante faci 
lita la condensación de la cromatina y limita el acce
so de los factores de transcripción a los promotores 
localizados cercanamente. 4s.49 

Modificacion es en 
la estructu ra de la cromatina 

El ADN nuclear está asociado con un complejo 
multiproteico formando la cromatina. El nucleosoma 
es la unidad estructural fundamental y consiste del 
ADN genómico enrollado sobre un octámero de his
tonas. formado por un tetrámero de H3/H4 y dos dí
meros de H2A y H2B. más una molécula de la histo
na H 1 que par ticipa en la formación de estructuras 
de orden superior. En los organismos eucariontes la 
actividad transcripcional es generalmente impedida 
por el empaquetamiento nucleosomal. Activadores y 
represores tienen influencia sobre la expresión de 
los genes por reclutamiento de los complejos remode
ladores de la cromatina en las regiones promotoras. 
Grandes segmentos del genoma y primariamente se
cuencias repetidas. son empaquetadas e inactivadas 
permanentemente en forma de heterocromatina. El 
estado silente puede persistir a través de las divisio
nes celulares meióticas y mitóticas. indicando que la 
estructura de la cromatina es heredada durante el 
proceso de replicación . Por e l contrario. los genes 
transcripcionalmente activos genera lmente se en
cuentran en regiones de cromatina con una estruc 
tura menos compacta o relajada . la eucromati
na.4.so.s1 

Las modificaciones epigenéticas que influyen so
bre los cambios en la estructura de la cromatina in
cluyen la metilación del ADN y la acetilación , meti
lación. fosforilación , ubiquitinación y ADP 
ribosilación de las histonas. Tomando en cuenta el 
gran número de sitios de modificación postraduccio· 
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nal para cada una de las cuatro histonas centrales 
del nucleosoma, es posible obtener un número casi 
ilimitado de diferentes nucleosomas modificados. 
Las alteraciones en la estructura de la cromatina, a 
través de la modificación postraduccional de las his
tonas tiene consecuencias directas sobre la regula
ción de la expresión génica. Se ha sugerido que el 
patrón de modificaciones en las histonas actúa como 
un código (el código de las histonas), dictando las in
teracciones nucleosomales y la asociación con otras 
proteínas cromosómicas o no histónicas que pro
mueven el empaquetamiento y la regulación de la ex
presión del genoma.51·53 

Principalmente, las modificaciones en los extre
mos amino termi nal de las histonas H3 y H4 tienen 
una función importante en la producción de los cam
bios estructurales en la cromatina que regulan la ac
tividad génica.4·51 ·53 La hipoacetilación de las histo
nas H3 y H4 es característica en regiones del 
genoma transcripcionalmente inactivas. El estado de 
acetilación de las histonas es regulado por la activi
dad de la acetilasas de histonas (HA T) y de las 
HDAC.49.5 l·53 La acetilación de las histonas H3 y H4 
normalmente incrementa la expresión de genes pro
moviendo una estructura abierta de la cromatina. 
Co-activadores transcripcionales como p300 y PCAF 
funcionan como HAT. 54 De la misma forma las 
HDAC contribuyen a la formación de complejos co
rrepresores transcripcionales como los complejos, 
Sin3 y Mi-2/NuRD que participan en el remodela-

miento de la cromatina cambiando la posición de los 
nucleosomas y restringiendo el acceso de los facto
res de transcripción a los promotores (Figu ra 
2).4.ll.44.48.55 Los residuos de lisina K4 y K9 de H3, 
además de acetilados, pueden ser metilados. La meti
lación en K4 y acetilación en K9 se encuentran en 
cromatina activa,56 mientras que la metilación en K9 
se correlaciona con el silenciamiento de genes.51.s7.ss 
Recientemente se demostró en levaduras (Neurospo
ra crassa) 59 y plantas (Arabidopsls thaliana) , 60 que 
la metilación en K9 de H3 es requer ida para la meti
lación del ADN en la represión génica y en el esta
blecimiento del estado heterocromático.51 ·57·6º Pare
cería que este fenómeno también ocurre en los 
mamíferos, tal como ha sido observado en el proceso 
de inactivación del cromosoma X61 y en el estableci 
miento de los patrones de metilación de algunos ge
nes improntados .62 

Estos nuevos datos han llevado a proponer que la 
metilación del ADN no es el mecanismo que inicia el 
sílenciamiento génico. sino que realmente constituye 
un cerrojo para mantenerlo. Estudios recientes han 
permitido demostrar que e l mantenimiento del esta
do epigenético de silenciamiento y las modificaciones 
de las histonas asociadas con él son dependientes de 
la metílación del ADN. El bloqueo farmacológico 
de la metilación del ADN o la ausencia de actividades 
de DNMT lleva a cambios en el código de las histo
nas, sugiriéndose que al no poderse unir las proteí
nas MBD y no reclutar a las HDAC. habría acción 

MBD3 

MBD2 

COMPLEJO ACTIVADOR DE 
LA TRANSCRIPCIÓN 
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Figura 2. Mecanismos de activación y represión transcripcional por modificaciones en la estructura de la cromatina y metí/ación del ADN. 4.9. 118 
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de las HAT. Estos estudios también demostraron 
que en ausencia de metilación del ADN se produce la 
metilación en K9 de H3 y el silenciamiento de genes 
supresores de tumores, tal como ocurre durante la 
inactivación del cromosoma X.63·65 

Inactivación del cromosoma X 

La inactivación de uno de los cromosomas X en las 
hembras de mamíferos. para compensar la dosis géni
ca en relación con el sexo masculino, constituye un 
ejemplo de cómo la metilación del ADN puede mante
ner apagado transcripcionalmente casi todo un cro
mosoma. 66 El proceso de inactivación se produce al 
azar, inactivándose el X paterno o el materno duran
te el estado de blastocisto y la progenie celular man
tiene el mismo cromosoma X inactivo, es decir, la in
activación es clona!. Las islas CpG localizadas en los 
promotores de la mayoría de los genes del cromosoma 
X inactivo, incluyendo las de ge-nes de mantenimien
to como HPRT, C6PD y PGK 1, se encuentran meti
ladas.67 Sin embargo, recientemente se ha demostra
do que en muchos de estos genes el silenciamiento 
transcripcional precede a la metilación,68 por lo que 
parecería que ésta es responsable de mantener el esta
do inactivo más que de iniciarlo. El proceso de inacti
vación se inicia con la expresión del gen XIST (X in
active specific transcript), localizado en el centro de 
inactivación del cromosoma X (XIC. X inactivation 
center) en Xql3.69 Este gen se encuentra desmetilado 
en el cromosoma X inactivo y metilado en el cromoso
ma activo.66 En las células totipotenciales de ratón en 
que se han eliminado ambas copias del gen Dnmtl se 
observa la expresión del gen XIST, normalmente in
activo en el cromosoma X de los machos.7º El produc
to del gen XIST es un ARN que envuelve en cis un 
cromosoma X y desencadena una serie de eventos que 
conducen a la inactivación.72 El primero de ellos es la 
metilación en K9 de la histona H3,61 conforme se acu
mulan los transcritos de XIST se observa la represión 
transcripcional de los genes ligados al cromosoma 
X,6 1.68·72 posteriormente existe una hipoacetilación 
global de la histona H473 y la incorporación de la ma
cro histona H2A en los nucleosomas:74 siendo la me
tilación de las islas CpG el evento finai. 68·72 Al pare
cer. el estado de metilación del cromosoma X inactivo 
es mantenido durante su replicación por ambos tipos 
de ADN metiltransferasas (DNMTI y DNMT3).72 En 
las hembras de ratón . en el centro de inactivación 
existe otro gen, Tsix un gen antisentido a XIST, que 
parecería ser el responsable de regular el proceso de 
inactivación y de definir que cromosoma X será inac
tivado.75 

IMPRONTA GENÓMICA 

La impronta se ha definido como el marcaje epige
nético del genoma de un organismo diploide con res
pecto a su origen parental. La impronta afecta la ex
presión de algunos, pero no de todos los genes y los 
genes improntados se caracterizan por la expresión 
de sólo uno de los alelos. La impronta es un meca 
nismo epigenético particularmente importante en los 
mamíferos y parecería estar relacionado en la regu
lación de la transferencia de nutrientes de la madre 
al feto y al recién nacido. Esta hipótesis es apoyada 
por el hecho de que los genes improntados tienden a 
afectar el crecimiento in utero y el comportamiento 
después del nacimiento. Aproximadamente 50 genes 
improntados han sido identificados en el ratón. la 
mayoría de los cuales tienen homólogos en el huma
no y se ha calculado que existan cerca de 1 OO. is.76.77 

Los genes improntados presentan características 
genéticas y epigenéticas comunes. La mayoría se lo
calizan físicamente ligados en agrupamientos con 
otros genes improntados. esta agrupación sugiere 
una regulación coordinada de los genes contenidos 
en un dominio cromosómico. Por analogía con la in
activación del cromosoma X, en algunas regiones su
jetas a impronta se han identificado centros de im
pronta (IC. ímprinling center) o elementos de control 
de la impronta. Generalmente no hay homología en 
las proteínas codificadas por los genes improntados. 
pero existen relaciones funcionales en algunos genes 
implicados en el crecimiento y desarrollo fetal. Las 
regiones improntadas . frecuentemente son ricas en 
islas CpG y cerca o incluso dentro de ellas contienen 
grupos de secuencias repetidas directas.9·15·76 

La modificación epigenética más importante im
plicada en la impronta es la metilación en dinucleóti
dos CpG que define regiones con metilación diferen
cial (DMR. differenlially metylated regían) . las 
cuales son específicas para cada alelo parental. Los 
genes improntados también pueden diferir con res
pecto a la estructura de la cromatina y al estado de 
acetilación y metilación de las histonas. is.77 En algu
nos genes. las OMR se establecen en las células ger
minales femeninas y masculinas y el patrón de meti
lación es mantenido durante todos los estadios del 
desarrollo. mient ras que en otros genes. las OMR 
son reprogramadas s ignificativamente durante el de
sarrollo. La herencia de este marcaje epigenético 
conduce a la expresión génica diferencial. 9·15·78 Sin 
embargo, ha resultado difícil identificar las señales 
que participan en la herencia y la reprogramación de 
la metilación del ADN en la impronta. recientemente 
se ha sugerido que algunas de estas señales pudie-
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ran estar dadas por el código de las histonas, princi
palmente la metil ación en el aminoácido K4 o K9 de 
la histona H3.62 

Las DMR pueden tener propiedades distintas. al
gu nas están meiiladas e n el alelo inactivo. mien tras 
que otras lo están en el activo. Un ejemplo de la fun
ción de las DMR se observa en el gen que codifica 
para e l faclor de crecimiento lipo insulina 2 (lgf2) 
con expresión del alelo paterno y el gen 111 g expresa-
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tilación del ADN puede ser mediada por factores pro
teicos que se unan específicamente a sitios metilados 
o no metilados. Uno de ellos es la proteína de unión 
CTCF (factor proteico que reconoce la secuencia 
CCCTC) que actúa como un aislante en la regula 
ción de la impronta de H19/Igf2.8 1·83 El factor CTCF 
se asocia al ADN en regiones específicas y aísla a 
los promotores de la influencia de potenciadores de 
transcripción remotos. La copia materna del gen 
Igf2 se encuentra transcripcionalmente inactiva de
bido a la unión de CTCF en una DMR localizada en
tre su promotor y un potP.nciador río abajo. Sin em
bargo , en el Jocus paterno, estos sitios de unión 
ricos en CpG se encuentran metilados. previniendo 
la unión de CTCF y de alguna manera permitiendo 
al potenciador localizado río abajo activar la expre
sión de Igf:!>4 (Figura 3). 

Una considerable proporción de genes impronta
dos se asocian con transcritos antisentido. Sorpren
dentemente. todos los transcritos antisentido de los 
genes improntados también presentan impronta con 
expresión del alelo paterno (a excepción de Tsix}, sin 
importar que sea el alelo paterno o el materno el que 
se exprese en el gen sentido. La mayoría de los trans
critos antisentido no codifican para un producto pro
teico y deben tener funciones reguladoras.76 Entre los 
mejor estudiados están Jos que se encuentran sobrela
pados con el gen lgf2r del ratón y con los genes del 
ratón y del humano Kcnql/KCNQJ, que presentan 
expresión de los alelos maternos. y se llaman Air y 
Kcnqlotl/LITJ, respectivamente.85.86 Ambos trans
critos antisentido se originan en intrones de los ge
nes sentido (Figura 3). El gen Air se encuentra so
brelapado con el promotor del gen Igf2r, las regiones 
promotoras de los genes ántisentido son ricas en CpG 
que se encuentran metiladas en los alelos maternos. 
La deleción de estas DMR lleva a la falta de los trans
critos antisentido y a la pérdida de la impronta de los 
genes sentido y de otros genes improntados localiza
dos en el mismo dominio cromosómico. 76.85.86 Es por 
ello que se ha propuesto que los transcritos antisenti
do podrían interferir con la expresión de los genes 
sentido, ya sea alterando Ja estructura de la cromati 
na, excluyendo directamente a los promotores o por 
interferencia con los ARN. Alternativamente, se ha 
sugerido que podrían actuar sobre otros elementos 
reguladores tales como silenciadores o aislantes. is.76 

ENFERMEDADES POR 
ALTERACIONES EN LA METILACIÓN 

Los patrones de metilación del ADN son impor
tantes para regular de manera adecuada la expresión. 

de los genes y asegurar un desarrollo normal del ser 
humano, por lo que s u alteración se relaciona con 
enfermedad. Los cambios en Ja expresión génica pue
den deberse a problemas en la maquinaria encargada 
de producir y mantener la metilación, tales como 
mutaciones en los genes que codifican para las ADN 
metiltransferasas. o en aquellos que codifican para 
las proteínas de unión al AON metilado o por cam
bios en la secuencia de nucleótidos del ADN o en los 
complejos remodeladores de la cromatina que condu
cen a cambios en su patrón de metilación. Entre este 
tipo de padecimientos se encuentran los síndromes: 
ICF (inmunodeficiencia. inestabilidad centromérica 
y anomalías faciales). de Rett. de X frágil y ATR-X 
(alfa talasemia y retraso mental ligados al X). Otras 
enfermedades humanas, como los síndromes de Bec
kwith Wiedemann y de Prader Willi /Angelman. es
tán asociadas con cambios en la dosis funcional de 
genes sujetos a impronta genómica, y pueden origi
narse por diferentes mecanismos que incluyen mi
crodeleciones o duplicaciones de la región impronta
da, disomía uniparenta l y alteraciones en los 
mecanismos de regulación epigenética.B.l5.87.88 Por 
otra parte, la metilación aberrante es un fenómeno 
relativamente frecuente en los procesos neoplásicos 
caracterizados por inestabilidad genómica y altera
ciones en la expresión génica.1uin 

Síndrome ICF 

El síndrome ICF es un padecimiento autosómico 
recesivo raro. en el cual los pacientes cursan con de
ficiencia de al menos dos tipos de inmunoglobulinas 
y ocasionalmente defectos en la inmunidad celular. 
Presentan retraso mental y una facies peculiar que 
incluye una cara redonda, hipertelorismo, puente 
nasal plano. micrognatia y macroglosia: además de 
infecciones respiratorias recurrentes y quizá el dato 
más característico sea la elongac ión de la helerocro
matina centromérica de los cromosomas I. 9 y 16 en 
linfocitos en cultivo.90 Normalmente. el ADN satéli te 
de estas regiones se encuentra metilado en las célu
las somáticas. pero en los pacientes con TCF presen
ta una marcada hipometilación. indicando que la 
metilación es esencial para una adecuada estructura 
centromérica y estabilidad cromosómica. En estos 
pacientes también se encuentra hipometilación de 
elementos repetitivos dispersos en el genoma y de al
gunos genes del cromosoma X inactivo.91 Este sín
drome es debido a mutaciones en el gen DNMT3B lo
calizado en 20ql 1.2;25·92 Ia mayoría de ellas afectan el 
dominio catalítico de la enzima que se encuentra en 
e l extremo carboxilo.8·87·88 En el ratón homocigoto 
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para mutaciones en DNMT3B se observa un patrón 
de desmetilación pericentromérico similar al del sín
drome ICF; sin embargo, la pérdida total de la fun
ción de DNMT3B produce letalidad embrionaria,20 

por lo que se ha propuesto que el dominio regulador 
del extremo amino de la enzima debe ser crítico para 
la supervivencia y que mutaciones en él o la pérdida 
total de la actividad de la enzima también debe ser 
letal en el humano.87•88 Sin embargo, resulta difícil 
explicar cómo alteraciones en la metilación del ADN 
conducen a una expresión génica anormal que lleve 
a retraso mental y a alteraciones faciales e inmuno
lógicas, recientemente se ha postulado que puedan 
deberse a que no exista un silenciamiento normal de 
genes autosómicos o a que la DNMT3B tenga una 
localización tisular y subcelular específica. 87·88 

Síndrome de Rett 

El síndrome Rett es un padecimiento dominante 
ligado al cromosoma X. que afecta principalmente a 
mujeres (1: 1 O 000). Se caracteriza por un desarrollo 
normal hasta los 6-18 meses, seguido de un periodo 
de regresión que incluye una desaceleración en el 
crecimiento de la cabeza, pérdida del lenguaje y del 
uso adecuado de las manos con la aparición de movi
mientos repetitivos (lavado de manos). Las pacientes 
frecuentemente son autistas y presentan apraxia y 
una severa disfunción respiratoria. Después de este 
periodo de regresión, las condiciones se estabílizan y 
muchas pacientes sobreviven hasta la vida adul 
ta.93·94 La mayoría de las afectadas son heterocigotas 
para mutaciones de novo en el gen MECP2 localiza
do en Xq28.45 Debido a la inactivación al azar del 
cromosoma X, sólo la mitad de las células de estas 
mujeres expresan el alelo no mutado del gen. En este 
padecimiento , contrariamente a lo que ocurre en 
otros padecimientos debidos a mutaciones en genes 
esenciales localizados en el cromosoma X, el patrón 
de inactivación no es sesgado. Sin embargo. existen 
portadoras asintomáticas en las cuales la inactiva
ción al azar lleva al apagado del alelo mutado en la 
mayoría de sus células.94·95 Hasta hace poco se creía 
que los niños hemicigotos para mutaciones en 
MECP2 morían pre o perinatalmente. Sin embargo, 
existen reportes de niños afectados en familias con 
casos recurrentes de síndrome de Rett. demostrándo
se que los masculinos con un síndrome clásico tie
nen un cromosoma X extra o son mosaicos somáti
cos para la mutación. Recientemente se describieron 
recién nacidos masculinos con problemas respirato
rios severos. hipotonía y encefalopatía neonatal que 
son hemicigotos para mutaciones en MECP2, y 

que fallecen por problemas respiratorios en los pri 
meros años de vida.96 La mayoría de las mutaciones 
de novo se producen en el cromosoma X paterno. el 
cual sólo puede ser heredado a sus hijas o a los pro
ductos con síndrome de Klinefelter. lo que explica 
por qué existen más mujeres que hombres afecta
dos.93.94 

La mayoría de las mutaciones reportadas en 
MECP2 son sin sentido o de sentido equivocado y 
afectan tanto el dominio MBD como el dominio TRD. 
Se han identificado dentro del gen algunas zonas ca
lientes de mutación en dinucleótidos CpG implicadas 
en t ransiciones de C por T. Se ha postulado que el 
síndrome de Rett es el resultado de un patrón abe
rrante de la expresión génica, ya sea debido a la fa
lla de MECP2 para unirse en los sitios genómicos 
adecuados (mutaciones en MBD) o a la incapacidad 
para reclutar a los complejos de rep res ión. debido a 
que la proteína no pueda unirse al ADN o porque 
sea incapaz de interaccionar con ellos (mu taciones 
en TRD). En apoyo a esta propuesta se ha documen· 
tado que existe un incremento de histona H4 acetila
da en líneas celulares derivadas de pacientes con 
Síndrome de Rett.93·9'1.97·98 

En los últimos dos años se han reportado formas 
leves de retraso mental en sujetos masculinos con 
mutaciones en MECP2.94 .'JfJ Estos datos enfatizan la 
importancia de MECP2 en el cerebro. ya que aun 
cuando el gen MECP2 se expresa ampliamente. es 
particularmente abundante en este tejido. Reciente
mente se ha sugerido que MECP2 sea un regulador 
transcripcional específico del sistema nervioso cen
tral. A partir de trabajos realizados en rato nes. en 
los cuales el gen es deletado postcigóticamente única
mente en las neuronas del SNC y presentan el fenoti 
po de la enfermedad. se ha sugerido que el síndrome 
de Rett debe ser un problema neurodegenerativo más 
que un problema de neurodesarrollo.94.98 

Síndrome ATRX 

Las mutaciones en el gen A TRX están relacio 
nadas con un deso rd en recesivo ligado al cromo
soma X. que incluye alfa talasemia, retraso mental 
severo. microcefalia, dismorfismo facial y anoma
lías urogenitales. 87·88 El gen A TRX cod ifi ca para 
una proteína nuclear similar a SWI/SNF (co mple
jo remodelador de la cromatina). contiene un do 
minio PHD y colocaliza con la heterocromatina 
pericentromérica . 100 En los pacientes con este sín
drome se observan cambios en los patrones de me
tilación de las secuencias altamente repetitivas, 
tales como el ADNr y los r epetidos s ubte loméri -
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cos. 101 Se ha propuesto que la pérdida de la fun 
ción de A TRX puede estar relacionada con cam
bios en la estructura de la cromatina y de la meti 
lación del ADN que conduzcan a la desregulación 
de la expresión génica, debido a que A TRX podría 
ser miembro de un gran complejo represor que in
cluya a las HDAC.87·88 

S índrome de X frágil 

El síndrome de X frágil tiene una incidencia de l en 
4. 000 varones y 1 en 6.000 mujeres. 102 Se hereda de 
forma dominante ligado al cromosoma X con una pe
netrancia reducida, 80% en hombres y 30% en muje
res.1º3· 1º4 Este síndrome se asocia con un sitio frágil, 
FRAXA (fragile site, X chromosome, A site) localizado 
en Xq27.3. Los datos clínicos del síndrome incluyen re
traso mental de moderado a severo. con IQ de 20 a 60. 
anomalías faciales con una mandíbula prominente y 
orejas grandes y macroorquidismo en los varones pos
púberes. 103·1º 4 El defecto molecular fue demostrado en 
1991, al identificar por clonación posicional al gen 
FMRJ (fragíle X mental retardatíon J). l05 

El gen FMRJ tiene 17 exones y abarca aproxima
damente 38kb. El transcrito tiene 4.4kb y dentro del 
primer exón. en la región s· no traducida, contiene 
un repetido CGG altamente polimórfico en número y 
contenido. normalmente espaciado por interrupciones 
AGG: el tamaño normal del repetido varía de 7 a 60. 
con 30 repetidos en el alelo más común. En la mayo
ría de los individuos afectados, los repetidos CGG se 
encuentran masivamente amplificados (> 230) y 
anormalmente metilados, lo que constituye la muta
ción completa que resulta en el silenciamiento trans
cripcional del gen FMRJ y falta del producto protei
co. una proteína citoplasmática de unión a RNA que 
parecer ía participar en la localización de los RNAm 
en las neuronas para la síntesis proteica. 1º6·1º7 Re
cientemente se sugirió que FMRlP actúa como un re
gulador negativo de Ja traducción en los sinaptoso
mas y espinas dendríticas. 108 Los ale-los con 60 a. 230 
repetidos son considerados premutaciones, debido a 
que generalmente no se encuentran metilados y los 
niveles de transcripción y proteína FMR 1 son norma
les; sin embargo. estos alelos son extremadamente 
inestables durante su transmisión a la siguiente gene
ración. principalmente en la meiosis femenina. donde 
generalmente se amplifican y metilan. t03. io4 

Síndrome de Beckwit h Wiedemann 

El síndrome de Beckwith Wiedemann (SBW) es 
una enfermedad congénita que se caracteriza po~ 

presentar problemas de sobrecrecimienlo y neopla
sias. Las principales características son macroso
mía. macroglosia y defectos de línea media de la pa
red abdominal. junto con predisposición a cánceres 
embrionarios. La mayoría de los casos se deben a 
modificaciones epigenéticas más que a alteraciones 

·genéticas que llevan a la pérdida de la impronta 
(LOI. lost ofimprínting) de un grupo de genes locali
zados en una región con impronta en 11p15. Aproxi
madamente 15% de los pacientes con este síndrome 
tienen un patrón de metilación aberrante de los ge
nes H I 9 e ICF2 y alrededor de la mitad presentan 
modificaciones en la metilación e impronta del gen 
L!Tl, que codifica para un ARN no traducido y se 
encuentra dentro del gen KvLQTJ (KCNQJ) que co
difica para un canal de potasio que se encuentra mu
tado en los pacientes con síndrome de QT largo. un 
defecto en la conducción cardiaca heredado en forma 
dominante. LOI puede implicar hipo o hipermetila
ción. dependiendo del gen.79·8º En el caso de H19 se 
observa hipermetilación. lo que conduce a la activa
ción aberrante de JGF2. en el caso de LITJ la hipo
metilación del alelo materno. que normalmente se 
encuentra metilado, lleva a la inactivación anormal 
del gen p57KIPZ. también llamado CDKN 1. que codi
fica para un inhibidor de cinasas dependientes de ci
clinas. LITI se encuentra normalmente metilado en 
el cromosoma materno y desmetilado en el paterno. 
en los pacientes con síndrome de Beckwith Wiede
mann por un defecto en la impronta. el alelo mater
no se encuentra aberran temen te hipometilado (Figu
ra 3). En ambos casos. la activación de IGF2 o la 
inactivación de CDKN 1. las células adquieren una 
ventaja proliferativa. lo que explica la alta inciden
cia de neoplasias en estos pacientes. !5.76.79.80.84 Re
cientemente se demostró, que en los pacientes con 
SBW. la metilación aberrante de LITJ se asocia es
pecíficamente con problemas de sobrecrecimiento y 
defectos congénitos y que las alteraciones en la meti 
lación de H 19 incrementan el riesgo de cáncer. io9 

Síndromes de Prader Willi/ Angelman 

Los síndromes de Prader Willi (SPW) y de Angel
man (SA) son desórdenes neurogenéticos producidos 
por la pérdida de función de genes improntados de 
fo rma opuesta y localizados en l Sq 1 1-q 13. Esta re
gión contiene al menos 7 genes improntados. cinco de 
los cuales se expresan exclusivamente del cromosoma 
paterno y dos muestran expresión materna tejido es
pecífica. uno de estos genes UBE3A está improntado 
sólo en ciertas regiones del cerebro 11 0 (Figura 3). De
leciones de - 4 Mb del cromosoma paterno causan 

66 Rodrlguez-Dorantes M, et al. Metilaci<Jn del ADN: un fenómeno epigenlltico de imponancia mMica. Rev lnvest Clin 2004; 56 (1); 56·71 



SPW, el cual se caracteriza por hipotonía y retraso 
en el desarrollo infantil, con aparición posterior de 
hiperfagia que conduce a obesidad; 111 deleciones de 
la misma región del cromosoma mate rno producen 
SA, el cual prese n ta retraso mental severo carencia 
del lenguaje. convulsiones y episodios de risa. 15· 11º 
La mayoría de los pacientes con estos padecimientos 
presenlan una deleción cromosómica de novo. a lgu
nos presentan disomía unipare ntal y en el caso del 
síndrome de Ang~' lman pueden presentar mutacio nes 
en el gen UBE3A. En pocos pacien tes, 1 % para SPW 
y 2-4<){, pa ra SA. la en fermedad es producto de un pa
trón aberrante de impronta que conduce al silencia
mien to génico. 11º·112 En el SPW, el cromosoma pater
no presenta un patrón materno de impronta, 
mient ras que en el SA el cromosoma materno pre
senta impronta paterna. En algunos pacientes. la 
metilación anormal del ADN puede ser consecuencia 
de una microdeleción que afecta el centro regulador 
de la impronta. Se ha observado que microdeleciones 
maternas que a fectan una región de 880 bp (IC An
gelman) localizada a 35 kb del exón l del gen 
SNURF-SNRPN impiden el establecimiento de la 
impronta materna y producen SA (Figura 3). La im· 
pronta en el cromosoma paterno no puede ser man
tenida durante la embriogénesis temprana si ocu
rren deleciones de 4.3kb (IC Prader Willi) alrededor 
del exón 1 del gen SNURF-SNRPN en el cromoso
ma paterno. 113 Sin embargo. la mayoría de los pa 
cientes que presentan patrones anormales de im
pronta no tienen este tipo de deleciones, lo que ha 
llevado a post ular que adicionalmente otros meca
nismos podrían estar implicados, tales como altera
ciones en el marcaje epigenético durante las meiosis 
femenina o masculina, incluyendo la metilación en 
K9 de la histona H362 o modificaciones a la impron
ta durante los primeros estadios embrionarios. 114 

Datos recientes han demostrado que las técnicas 
de reproducción as istida. principalmente la inyec
ción intracitoplasmática de esperma, pueden afectar 
los procesos epigenéticos en la embriogénesis tem
prana causando defectos congénitos. específicamente 
s índromes de Angel man y de Beckwith· Wiede
mann.11 s-111 

METILACIÓN Y CÁNCER 

Probablemente uno de los procesos patológicos en 
los que intensamente se está estudiando la participa
ción de la metilación del ADN es en el cáncer. Aunque 
este tema junto con otras enfermedades en el humano 
es motivo de una revisión especial. podemos introdu
cir algunos aspectos de esta importante relación. E~ 

proceso de carcinogénesis comprende una serie de al
teraciones genéticas y epigenéticas que son acumula
das en la célula y que terminan por permitir un creci
miento no regu lado de és ta . Entre los ca mbi os 
genéticos podemos mencionar la presencia de mu ta 
ciones en genes claves qu e pa rticipa n en la regula
ción del ciclo y crecimiento celul ares y promueven f? I 
crecimiento a normal. Por otro lado. los f'e11ó rn e11os 
epigenéLicos. como la mel il ació11 de citosim1s. favo re
cen la aparición de 111 uLacio11es . Un deslw lance en el 
patrón de metilació n del ADN ha sido particularmen
te observado en los r<í ncrrl's es ponídirns . l .os ca m
bios en la metilac ión que con mayor frecue ncia han 
sido detectados en células cancerosas. incluye n la 
pérdida de ésta en secue ncias normalmente metila
das (hipometilación) y la metilación abe rra me de se
cuencias usualmente no metiladas (hipermetilación) , 
localizada principa lmente en is las CpG. Este tipo de 
alteraciones se presenta generalmen te e n tumores 
donde la resultan te es en gene ral una dis minución 
en el nivel total de metilación. La hipometilación y la 
hipermetilación ocurren en sitios específi cos del ge
noma, pero éstos son diferentes dependiendo del t ipo 
de células tumorales, lo que sugiere una et iología 
distinta . Además , ambos defectos pueden preceder a 
la malignidad. lo que indica que no son una simple 
consecuencia del proceso neoplás ico.8.IS.89.l l8 

En la actualidad se han acumulado un número 
importante de observaciones sobre las alteraciones 
en la metilación que part icipan en los diferentes es
tadios del cáncer. Dichas al teraciones pueden apa re
cer antes de su inicio . en células premalignas o du 
rante la progresión del tumor. y parti cipa r en la 
severidad y/o en el grado de malignidad . Aunque en 
algunos casos no hay datos precisos . las obse rvacio
nes en lesiones premalignas. tumores primarios y en 
diversos modelos tanto in vitro como in vivo permi
ten hacer estas supos iciones.89.l l9 

CONCLUSION ES Y PERSPECTIVAS 

La metilación del ADN es uno de los mecanismos 
epigenét icos implicados en la regulación de la expre
sión génica en los ma míferos . es vita l en el desa rro
llo embrionario y t iene un papel críti co en el s ilen
ciamiento de genes específicos durante la 
diferenciación celular. Participa en la re presión de 
los elementos genéticos móviles. como secuencias vi
rales y transposones. siendo un mecanismo de defen
sa, aunque podría participar también en el proceso 
evolutivo. 

La metilación del ADN es importante en diversos 
procesos como mantener la estabilidad del genoma. la 
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inactivación del cromosoma X y la impronta genómi
ca entre otros. En los últimos años ha habido gran
des avances en el conocimiento de cómo la metilación 
del ADN afecta diversos procesos como la regulación 
transcripcional, la estructura de la cromatina, la es
tabilidad del genoma y el proceso neoplásico. Es por 
ello que resulta de vital importancia determinar las 
funciones precisas, blancos específicos. localización 
nuclear y las proteínas o complejos con que interac
ciona la maquinaría encargada de crear y mantener 
los patrones de metilación del ADN, metiltranferasas 
de matenimiento y de novo, así como desmetilasas. 
Los descubrimientos recientes parecen confirmar que 
la presencia de 5mC es indispensable para mantener 
el estado de represión transcripcional más que para 
iniciarlo y enfatizan la necesidad de identificar a los 
factores implicados en el inicio del silenciamiento gé
nico y en la remodelación de la cromatina. Fuertes 
candidatos son las metilasas de histonas. cuya fun
ción parece ser primordial, incluso en organismos 
como las levaduras que no metilan su ADN, para la 
regulación epigenética de Ja expresión génica. Hoy en 
día éste es un campo de intensa investigación para 
tratar de entender los complejos mecanismos que aso
cian a las metilasas, acetilasas y desacetilasas de his
tonas con las ADN metiltransferasas y desmetilasas. 
y las proteínas de unión a ADN metilado. incluyendo 
a los aislantes, en la regulación de la expresión géni
ca. Dado que los mecanismos epigenéticos pueden ser 
influenciados por factores externos como la dieta, se 
ha sugerido que constituye una forma de respuesta 
del organismo al medio a través de cambios en la ex
presión génica. 

Las alteraciones en la metilación del ADN se aso
cian con diferentes patologías y principalmente con 
el proceso de transformación celular. En este senti
do. diversas evidencias han demostrado la importan
cia de los mecanismos epigenéticos en la regulación 
transcripcional de genes supresores de tumores y on
cogenes. Cambios en el estado de metilación de genes 
que participan en la reparación del ADN. regulación 
del ciclo celular, crecimiento celular y adhesión célu
la-célula promueven junto con la inestabilidad in
trínseca de la 5-mC, para incrementar la tasa de mu
tación, el proceso neoplásico. 

La modulación selectiva de los fenómenos epigené
ticos. particularmente la metilación del ADN. podría 
tener implicaciones de importancia clínica. en el 
diagnóstico, la prevención y el tratamiento del cán
cer. El conocimiento de los patrones de metilación 
en las diferentes regiones del genoma nos permitirán 
establecer en forma precisa la aparición de cambios 
asociados con el estado de malignidad de diversos tu-

mores. Asmismo. debido a que los cambios epigenéti
cos son reversibles. el diseño de estrategias terapéu
ticas encaminadas a corregir las alteraciones en la 
metilación del ADN y en el código de las histonas. 
principalmente mediante el uso de inhibidores de las 
DNMT y las HDAC. parece ser una ruta promisoria 
para mejorar el manejo y pronóstico de los pacientes 
con padecimientos que involucran a lteraciones en 
los patrones de metilación del ADN y primordial
mente en aquellos con cáncer . 
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3. Planteamiento del Problema. 

Se ha establecido que los andrógenos tienen un papel muy importante en el desarrollo 

de los mamíferos. La enzima responsable de la conversión de Testosterona a DHT es 

la 5cx.-reductasa. El conocimiento de las características de las isoenzimas de la 5cx.

reductasa, de los mecanismos involucrados en su regulación, así como el origen de 

mutaciones observadas en el gen tipo 2 es fundamental para comprender los 

diferentes procesos fisiológicos en los que participa la 5cx.-reductasa en diferentes 

tejidos. 

A pesar de que existen numerosos datos acerca de estas enzimas en cuanto 

a la regulación de su expresión por andrógenos, aún no han sido establecido cuales 

son los mecanismos por los cuales se da una regulación diferencial de las dos 

isoenzimas en diferentes tejidos. Como se describió en la revisión titulada "Metí/ación 

del ADN un Mecanismo Epigénetico de Importancia Médica", uno de los mecanismos 

epigenéticos relacionados con la regulación transcripcional es la metilación del ADN. 

La hipermetilación de un gen en citosinas en islas CpG, particularmente en la región 

del promotor inhibe la transcripción, 

Por otro lado se ha observado que la ausencia de actividad de la enzima es 

ocasionada por un deficiencia en la expresión de la proteína, debido a una mutación 

puntual que provoca cambio de un aminoácido y con ello una baja en la actividad de la 

enzima (cambios en el Km). Mutaciones en el gen tipo 2 han sido asociadas a la 

enfermedad llamada deficiencia primaria la 5cx.-reductasa. Sin embargo no se ha 

establecido cual es el origen de estas mutaciones. 

Esta información es fundamental para establecer los mecanismos por los cuales 

los genes de la 5cx.-reductasa ejercen sus efectos en diferentes tejidos. Por lo que en 

este trabajó se estudió la expresión diferencial de los genes de la 5cx.-reductasa en dos 

diferentes tipos celulares: linfocitos y fibroblastos de área genital en el humano, a su 

vez se tratará de correlacionar el grado de metilación de los genes de la 5a.-reductasa 
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en la región del promotor con la expresión del gen. Así mismo se tratarán de 

establecer los patrones de metilación que presentan pacientes con deficiencia de la 

enzima. 

Para corroborar la regulación de la expresión del gen paralelamente se 

estudiaron las regiones que se encuentran metiladas particularmente en la región del 

promotor. Se realizarón experimentos con fibroblastos de área génital aplicando 

diferentes tratamientos con andrógenos y con inhibidores de la metilación. 
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4. Hipótesis 

Es posible que los cambios en el patrón de metilación de los genes de 5cx- reductasa 

participen en la aparición de mutaciones y por otra parte este podría ser un 

mecanismo de regulación transcripcional de este gen permitiendo su expresión solo en 

tejidos específicos. Además los andrógenos podrían afectar los patrones de metilación 

del gen durante el desarrollo. 
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5. Objetivos 

5. 1 Objetivo General 

Analizar el grado de metilación de los genes que codifican para las 

isoenzimas de la 5a-reductasa esteroidea en tejidos reproductivos y no reproductivos 

en el humano y su participación como uno de los posibles mecanismos moleculares 

implicados en la regulación de la expresión diferencial de estos genes. 

5. 2 Objetivos Particulares 

-Estudiar posibles diferencias en la expresión y en los patrones de metilación entre los 

genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa en el DNA de linfocitos de sujetos normales y 

deficientes de la enzima tipo 2 

-Analizar los sitios de metilación de la región del promotor del gen de la 5a-reductasa 

tipo 2. 

-Conocer los patrones de metilación de los genes de la 5a-reductasa en DNA de 

fibroblastos de área genital y compararlos con los de linfocitos. 

-Comparar el efecto de diferentes dosis de andrógenos en cultivos de fibroblastos 

sobre los patrones de metilación y sobre la tasa de transcripción de los genes de la 

5a-reductasa esteroidea. 

-Iniciar tratamientos con andrógenos a corto, mediano y largo plazo y observar si hay 

cambios en los patrones de metilación en relación a su expresión. 

-Comparar el efecto de un agente desmetilante como la 5-aza-2-deoxicitidina en 

cultivos de fibroblastos de área genital sobre la transcripción de ambos genes 
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-Analizar el patrón de metilación del gen tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa de sujetos 

normales y con deficiencia de la enzima utilizando endonucleasas de restricción. 

-Comparar el patrón de metilación entre sujetos normales y sujetos con deficiencia de 

la enzima. 
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6. Materiales y Métodos. 

6. 1 Muestras de Tejido 

En este estudio se utilizaron dos tipos celulares con diferente sensibilidad a la 

acción de Andrógenos, fibroblastos de área genital y linfocitos periféricos 

6. 2 Fibroblastos de área genital 

Se utilizaron fibroblastos obtenidos de prepucio de niños entre los 9 meses y 2 

años y medio de edad. Se cultivaron de acuerdo a lo descrito previamente en la 

literatura. Los fibroblastos se cultivaron en dos diferentes condiciones. Una con medio 

Dulbecco·s Modified Eagle's Médium (DMEM) suplementado con 10 % de suero fetal 

bovino (FCS) (Gibco . BRL) y el otro grupo de cultivo fue con medio libre de rojo fenol 

tratado previamente con carbón para eliminar trazas de hormonas . 

Las células fueron cosechadas con una mezcla de 0.025 % tripsina/ 0.01 % 

EDTA y contadas. Los fibroblastos sembrados en cajas de 75 cm2 a una concentración 

de 1 x1 O 5 células/ mi en medio de cultivo libre de rojo fenol tratado previamente con 

carbón. Después de 24 hrs, el medio fue reemplazado por medio fresco con 

cantidades apropiadas para la concentración final de 1 O nM de Testosterona y 1 O nM 

de dihidrotestosterona (DHT). Se continuó la incubación por seis días. Las células 

control solo fueron expuestas al vehículo (la concentración final de etanol o de agua 

destilada nunca excedió el 1 % en las muestras tratadas y en las muestras control) . 

6. 3 Tratamiento de los fibroblastos con un agente desmetilante 

Los fibroblastos se cultivaron con diferentes dosis de un inhibidor de metilación , 

llamado 5-aza-2-deoxicitidina, a diferentes dosis, (O, 1 O, 20 50, 100 nM) para 

establecer una curva dosis respuesta. Después de seis días de exposición a los 
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fármacos, las células fueron lavadas 3 veces con PBS y se obtuvieron las pastillas 
celulares para la posterior extracción de RNA y DNA. 

Los fibroblastos se cultivaron en las condiciones descritas anteriormente y a un 

grupo se le adicionó 5-aza-2-deoxicitidina a una concentración de 50nm por 6 días. 

Se cosecharon en el día 7, y se lavaron con PBS. La pastilla se congeló a - 70 ° C. El 

primero grupo se utilizó para extracción de RNA total y el segundo para la extracción 

de DNA. 

Se hizo la extracción de RNA y DNA total de los fibroblastos tratados con 5-aza-2-

deoxicitidina. 

6. 4 Sangre periférica 

Se tomaron de 1 O a 50 mi de sangre de 7 sujetos normales y 5 con deficiencia 

primaria de la enzima en tubos previamente tratados con heparina como 

anticoagulante. 

Para cumplir con el primer objetivo particular se realizó un gradiente de 

Ficoll/Hypaque para aislar únicamente los linfocitos. Posteriormente los linfocitos se 

lavaron cuatro veces con medio de cultivo RPMl-1640 a 2500 rpm por 5 minutos para 

eliminar las trazas del Ficoll/Hypaque . La pastilla se congeló a -70 para su posterior 

extracción de RNA y DNA. 
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6. 5 Extracción de RNA total 

Se realizó la extracción de RNA total de los linfocitos cultivados y de los 

fibroblastos de área genital, por el método del isotiocianato de guanidina (Chomzinsky 

). La concentración de RNA se determinó por la medición de la absorbancia a 260 nm 

y su integridad fue verificada por electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa 

al 1 %. 

6. 6 RT-PCR 

La expresión de las dos isoenzimas en los diferentes tejidos se determinó utilizando 

transcripción reversa y posteriormente reacción en cadena de la pol imerasa (PCR). 

Las reacciones se realizaron a 30 ciclos con un paso de desnaturalización a 95ºC por 

5 min . Los ciclos del PCR fueron a 95ºC por 30 s para la desnaturalización y 72ºC 

para la extensión en todos los casos. Un ciclo final fue realizado a 72ºC por 5 min en 

todos los casos. 

Se depositaron 25 µI de cada reacción en geles de agarosa al 2 % para su 

corrimiento por electroforésis. Los productos fueron teñidos con bromuro de etidio (1 O 

mg/ mi). En todos los caso se detectó una sola banda del peso molecular esperado 

(Tabla 2). Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación se describen en la 

tabla 2. Se utilizó ~-actina como gen constitutivo. 
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6. 7 Extracción de DNA 

La pastilla final obtenida de los cultivos de fibroblastos y de las muestras de 

linfocitos se proceso para la extracción de DNA por el método de fenol/cloroformo/ 

proteínasa K que se describe brevemente a continuación: 

Cada muestra se resuspendió en 3 mi de buffer de lisis ( Tris - HCL, pH 7.4, O. 1 

M de EDTA 20 µg /mi de RNAsa pancreática, 0.5% de SOS. Después de 1 hora de 

incubación los lisados fueron digeridos con proteinasa K (100 µg/ mi) a 37° C toda la 

noche. Las proteínas fueron removidas con una mezcla de fenol/ cloroformo/ alcohol 

isoamílico (50:49: 1) dos veces y una extracción final de cloroformo/ alcohol isoamílico 

(49:1). El sobrenadante obtenido se precipitó con 1/10 de acetato de amonio y 2.5 

volúmenes de alcohol absoluto. El DNA obtenido se centrifugó a 1500 RPM durante 1 O 

min. Se lavó con alcohol al 75 % dos veces y con alcohol absoluto una vez a 6500 

rpm. Se dejó secar y se resuspendió en TE (Tris-EDTA, ph= 7) a temperatura 

ambiente. 

TABLA 2. Oligonucleotidos utilizados para determinar la expresión de los genes 

tipo 1 y tipo 2 de la 5a.-reductasa en diferentes tipos celulares. 

Gen Secuencia Tamaño pb Tm 

SRD5A1 T 5'- GGC TTG TGG TTA ACA GGC AT - 3· 268 58 ºe 
5'- CAA ATT TCC GGA GGT ACC AC- 3· 

SRD5A2 T 5 '- GCA CTG GCC TTG TAC GTC G - 3· 258 58 ºe 
5 '- GGA TAA GGC CTC CCT CGA T- 3· 

P -ACTINA 5'- GGG TCA GAA GGA TTC CTA TG - 3' 220 58 ° e 
5 '- GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG - 3· 

27 



Falta página 

Nº 



6. 9. 1 Desulfonación 

Después del periodo de incubación del DNA se procede a la desulfonación, 

para eliminar los restos de metabisulfito de sodio. Se precipita la pastilla con 2 

volúmenes de Etanol. 

La pastilla se disuelve en 200µ1 de NaOH 0.2 M y se deja reposar a temperatura 

ambiente por 15 min. El DNA es precipitado adicionando 0.5 volúmenes de Acetato de 

Amonio 7.5 M y 2 volúmenes de Etanol. Se centrifuga por 1 O minutos. 

El DNA modificado fue resuspendido en 50 µI de TE ( 0.1 M de Tris- HCI, 1 mM 

de EDTA) y almacenado inmediatamente a -70º C. También el DNA puede disolverse 

en H20. 

El producto se analizó utilizando un gel de agarosa e inmediatamente se utilizó 

para PCR. 

6. 1 O Diseño de oligonucleótidos selectivos. 

Se diseñan a partir de la secuencia original, tomando en cuenta que las 

citosinas que no están metiladas se convierten a uracilos (U) después del tratamiento 

del DNA con metabisulfito y que estos son reconocidos por la taq polimerasa como 

timinas T. Entonces los nuevos oligonucleótidos se diseñan tomando en cuenta la 

secuencia con los cambios que ocurren después del tratamiento con bisulfito. Se 

hacen tres juegos de oligonucleótidos partiendo de la secuencia original. 
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TABLA 3. Oligonucleótidos utilizados para amplificar los promotores de los 

genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa del DNA tratado con metabisulfito de 

sodio. 

Gen Secuencia Tamaño Tm 

PSRD5A1-W S 5'- GAA AGA GAC GTC TAC CCC G- 3' 418 62º e 
PSRD5A 1-W AS 5' - TGT TTT CCC TGT CAC GCC G - 3 ' 

PSRD5A1-U S 5' - GAA AGA GAT GTT TAT TTT G - 3' 418 52º e 
PSRD5A 1-U AN 5' - TAT TTT CCC TAT CAC ACC A - 3' 

PSRD5A1-M S 5' - GAA AGA GAC GTT TAT TTC G -3' 418 52º e 
PSRD5A 1-M AN 5' - TAT TTT CCC TAT CAC GCC G - 3' 

PSRD5A2-W S 5' - GAG GAC GCG CAG AA T CTC G -3' 578 62º e 
PSRD5A2-W AN 5' - GGC CTT CTT AGT TCG CCC G - 3' 

PSRD5A2-U S 5' - GAG GAT GTG TAG AAT TTT G -3' 578 52º e 
PSRD5A2-U AN 5' - AAC CTT CTT AA T TCA CCC A - 3' 

PSRD5A2-M S 5' - GAG GAC GCG TAG AA T TTC G -3' 578 52º e 
PSRD5A2-M AN 5' - AAC CTT CTT AA T TCG CCC G - 3' 
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6. 11 Digestión del DNA obtenido de linfocitos con Enzimas de restricción 

Para la digestión con enzimas de restricción se utilizarón 15 µg de DNA los 

cuales fueron digeridos con 6 U/µg de las siguientes enzimas Hpall, Mspl, Sau 3 A y 

Mbol. La digestión se llevó a cabo durante toda la noche en las condiciones descritas 

por el fabricante. Pasado este tiempo se detuvó la reacción de digestión con 1 mM de 

EDTA. Posteriormente el DNA digerido fué separado por electroforésis en geles de 

agarosa al 1-1.5 % en 0.5 amortiguador TAE (Tris Acetato EDTA) por 12 horas a 30 V. 

Hpall 

N O O O ol ~ 
Mspl 

N N N o o o 

FIGURA 4. Digestión del DNA obtenido de linfocitos con Enzimas de restricción 
DNA de sujetos normales (N) y deficientes de 5a - reductasa (O) digeridos con Hpa 11 
(sensible a metilación en citosinas) y Msp I no sensible. Se puede observar que con 
Hpall no hay una digestión completa del DNA. 
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FIGURA 5. DNA digerido con enzimas sensibles a metilación. DNA extraído 
de linfocitos de tres sujetos normales (N) y cuatro deficientes de 5a-reductasa 
digeridos con una enzima sensible a metilación en citosinas ( Sau 3AI) y una enzima 
insensible (Mbo /). Se puede observar que la digestión DNA es completa, aunque en el 
caso de Sau 3A/ se observa una pequeña cantidad de DNA sin digerir. 

Los geles de agarosa fueron hidrolizados con NaOH 0.5 M y 1.5M de NaCI por 

45 min. Se lavaron con agua estéril y se neutralizaron con una solución 1 M de Tris

HCI (Ph=7.4), 1.5 M de NaCI. Una vez que se realizó este procedimiento los geles 

fueron transferidos a membranas de nylon utilizando la solución amortiguadora SSC 

1 OX (1.5 M de NaCI 0.15 M de citrato de sodio pH=7). Después de la transferencia las 

membranas se lavaron con SSC 6X por tres minutos y se calentaron a 80 º C por dos 

horas. 

Las membranas se prehibridaron toda la noche con una solución 1 X del 

reactivo de Denhart's. La hibridación fue realizada con la solución de prehibridación 

(0.1 mi/ cm 2
) y utilizando como sonda el cDNA del gen tipo 1 de la 5a- reductasa que 

fue marcado con 32P-dCTP por el método de Iniciadores aleatorios (Random Primer). 
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Después de la hibridaol6n, la! membranas !e lavaron con una solución de SSC 
2X a temperatura ambiente seguida de dos lavados en condiciones de alta 

astringencia. Finalmente las membranas fueron expuestas en placas de radiografía P
max (Amersham) por 72 horas a -70º C. Esta misma membrana se lavó y se rehibridó 

pero ahora con el cDNA del gen tipo 2 de la 5cx.- reductasa en las mismas condiciones 

descritas anteriormente. 

6. 12 Diseño de oligonucleótidos específicos 

Oligonucleótidos específicos fueron diseñados para amplificar la secuencia 

completa del exón 4 para distinguir el DNA no modificado del modificado) . Para esta 

determinación se sintetizaron tres grupos de oligonucleótidos (U , M, W). Los oligos (U) 

se alinean para amplificar DNA que no está metilado y que está bajo una modificación 

química por el MB. Los oligonucleótidos (M) amplifican DNA metilado que está bajo 

una modificación química (Tabla 4). 

EL DNA no modificado fue amplificado con los oligonucleótidos (W) que fue 

utilizado como control positivo para el PCR. Las reacciones se realizaron a 40 ciclos 

con un paso de desnaturalización a 95 º C por 5 min. Los ciclos del PCR fueron a 95 º 

C por 30 s para la desnaturalización y 72 º C para la extensión. Un ciclo final fue 

realizado a 72 º C por 5min en todos los casos W, U, M. 

25 µI de cada reacción fueron depositados en geles de agarosa al 2 % para su 

posterior corrimiento por electroforesis. Los productos fueron teñidos con bromuro de 

etidio (10 mg/ mi). En todos los caso se detectó una sola banda. El tamaño del 

producto amplificado fue de 196 pb. Este experimento se llevó a cabo por triplicado. 

La banda fue recortada del gel de agarosa y purificada con un kit de purificación 

de QIAGEN. El DNA obtenido fue resuspendido en 20 µI de H20. La muestra fue 

secuenciada manualmente utilizand.o un kit de termo secuenasa marcada 

radioactivamente en los terminadores con 33 P-dd-NTP. (Amersham). 
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4µ1 de la reacción final de secuencia fueron depositados para la electroforesis 

en un gel desnaturalizante de acrilamida al 6 % a 1300 V, 60 watts por 3 horas. El gel 

fue secado en papel filtro y expuesto a placas de autoradiografía por 24 horas a-70 ºC. 

TABLA 4. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para amplificar el exon 4 del 

gen tipo 2 de la Sa-reductasa . 

Gen Secuencia Tamaño (pb) Tm 

SRDSA2EX4-W S 5 '- ACG CAG GTG GCT TGT TTA CG - 3· 196 60 ºe 
SRDSA2EX4-W AS 5'-AAG CTA CGT GAA TGC TGC CG - 3· 

SRDSA2EX4-U S 5'-ATG TAG GTG GTT TGT TTA TG - 3· 196 50 ° e 
SRD5A2EX4-U AS 5 '-AAA CTA CAT AAA TAC TAC CA- 3· 

SRDSA2EX4-M S 5'-ACG TAG GTG GTT TGT TTA CG - 3' 196 50 ºe 
SRD5A2EX4-M AS 5'-AAA CTA CGT AAA TAC TAC CG - 3 ' 
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7. Resultados 

7. 1 Expresión de los genes tipo 1 y tipo 2 de la 5-a reductasa en tejidos 

periféricos. 

En todos los experimentos de expresión usando RT-PCR se observaron bandas 

únicas de 268 pb y de 258 pb que correspondieron a los fragmentos esperados de los 

genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa respectivamente. No se observaron bandas de 

amplificación en los controles negativos. En diferentes experimentos utilizando 

linfocitos se observó expresión del gen tipo 1 pero no del tipo 2. Fig . 6 

En el caso de la expresión de los genes de 5a-reductasa en fibroblastos de 

área genital que fueron cultivados in vitro se observó que estos expresan ambas 

isoenzimas (Fig. 7). Sin embargo se puede apreciar una mayor expresión del gen tipo 

1 en fibroblastos de área genital con respecto a la expresión en linfocitos. 

268 pb 
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FIGURA 6. Expresión de los genes tipo 1 y tipo 2 de la 5-a. reductasa en 
linfocitos. Se muestra un experimento representativo de RT-PCR del gen tipo 1, tipo 2 
y p-actina realizado a partir de RNA total obtenido de linfocitos de 7 individuos. Como 
se puede apreciar solo se observa una banda intensa que corresponde a la expresión 
de la isoenzima 1, pero no a la tipo 2. 
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7. 2 Identificación de islas CpG en el promotor de los genes tipo 1 y tipo 2 de la 

5a.-reductasa 

Utilizando el programa de computadora Meth-primer (San Francisco , CA) se 

identificaron las islas CpG de los genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a.-reductasa. Se observó 

que el gen tipo 1 presenta 2 islas CpG de que incluyen al exon 1 (Fig . 8), mientras que 

el gen tipo 2 presenta 3 islas CpG una de las cuales incluye también el exon 1. Fig. 9 

Se observa un patrón de dinucleótidos CpG diferente entre las dos isoenzimas. 
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FIGURA 7. Expresión de los genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a.-reductasa en 
fibroblastos de área genital. Se muestra un experimento representativo de RT-PCR 
del gen tipo 1, tipo 2 y p-actina realizado a partir de RNA total obtenido de fibroblastos 
de área genital. Como se puede apreciar se observa una banda intensa que 
corresponde a la expresión de la isoenzima 1, y una banda menor que corresponde a 
la expresión del gen tipo 2. El experimento se realizó al menos en 7 individuos 
mostrando el mismo resultado. 

Tornando en cuenta que el gen tipo 2 ha sido considerado como el de mayor 

importancia por su participación en la diferenciación y mantenimiento de tejidos 

sexuales andrógeno regulados como la próstata y que pudiera estar regulado por 

metilación, se realizó el análisis del promotor. 

El análisis de la región 5 · del gen tipo 2 de la 5a.-reductasa mostró un promotor 

con diferentes factores de transcripción (FT) asociados al gen (Fig. 9) Para el análisis 
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del patrón de metilación se consideró únicamente la región promotora mas cercana al 

exon 1 dado que se observaron la mayor cantidad de FT que pudieran estar asociados 

a la regulación del gen. 
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FIGURA 8. Identificación de las islas CpG del promotor del gen tipo 1 de la Sa
reductasa. Para identificar las posibles islas CpG del promotor del gen tipo 1 se utilizó 
un programa de computadora (Methprimer) analizando 1336 pb. Se puede observar 
que existen 2 islas CpG de 531 y 627 pb 
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FIGURA 9. Identificación de las islas CpG del promotor del gen tipo 2 de la Sa
reductasa. Para identificar las posibles islas CpG del promotor del gen tipo 1 se utilizó 
un programa de computadora (Methprimer), se analizó una región de 1037 pb. Se 
puede observar que existen 3 islas CpG de 159, 118 y 297 pb respectivamente 
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4741 gaagagtgaa aaatgagaag gactggggtg gagccccaag tagggaccag aggagaaaac 

4801 agggataaag taatcaaggg agatgggaca ggaagatgaa agaatgaggt aaacagcagg 
VDRJVXR 

4 861 t gggaagagg aggtcaacc t aaaggagaaa gcc'Jggt c11a agaaagaagg aagagaagaa 
IK2 CEBPB 

4921 aagaagggtt gggaaacaga ggaggaggca gccaagaaag cctggaagct gaatcataga 

GATA1 RBPJK 
4 981 ~gaaqagq tagaaga,~qg agg qgctgga ggataacata aaggtgggaa a cg:gac1g<iga ~-----~ 

50 41 qaaagaac cg ~~~3tgcgtg tatga •.:,;gct <19<1caggagt -.: <~'::!<• '1aaca ,v cqg(J l ·''~ ~l _2_2_2_0_-_
2
_2_3_

9 
_ _, 

SMAD3 FU STA T1 
5101 caggccacca cctgatgggc ca,::c¡gctca t tggctctagg 

ATFG 
5 161 ggaaagaagc cctagacttt agcctgagtc tgggccactc 

agctgggaaa gggcatcc ca 

t aggggacg: gt !Jtggggt 

SRBP , t g a t c acccgag 

~ .{~:~~~~.:.~:g .. J~·JC' O_~ LC-f.!:_5~~_::: · _g31G~:·-:~~,.~·":! •_!·.f · .: ~i j"'"': .>-• · ; " ·;, : .... .. ; ... !, . 1,. .¡· ; 

TST1 
: JiJ <'•<i<'<9 !.i<'t K1::q c:::.ga ggaatt a gggccggga gagactggta cctgc, ·1 ggg g· .. :<: tg t ggtg 

5401 gggcagagct ggcactgatg ctgagagtgg ctaaggag·:(; :<;g .· cecea gagcagaa g g 

5461 gctggcaga~ ~ctcagagag ccaggatggt tcagggtcca agga aggtcc t a t gttgggt 
FLI 

5521 gggagctgtg agggagtgaa agtgcatgag gaaccggagg agatggaaaq a <:c t t gqctl 

5581 gggtgtt ~:oa gggtgggact 9'.~~ tgg t gac ·:qa :.:cgcaca 9.9.9.9.9-1:..9 .S..'l..L.Sl~t:..9~ ·;~ 

'.:-641 aagaaccacc ccagctgaat ·-9 tcccc c;tg gggt t t tete ce : t g tct t a g t tcc aga a 
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FIGURA 1 O. Análisis de la región del promotor del gen tipo 2 de la 5a-reductasa. 
Utilizando el programa de computadora McVector (Inglaterra, Cambridge) se 
analizó la secuencia del promotor del gen tipo 2 de la 5a-reductasa, para tratar de 
identificar los posibles factores de transcripción asociados a este promotor. 
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7. 3 Expresión de los genes de 5a.-reductasa en los fibroblastos tratados con 

diferentes hormonas esteroides y con un agente desmetilante. 

Se cultivaron los fibroblastos de área genital con diferentes hormonas para evaluar si 

estas tenían un efecto sobre la expresión de los genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a.

reductasa y sobre el patrón de metilación. Después del tratamiento se observó que 

estos no afectaban la expresión del gen tipo 1. Fig. 11 

En el caso del gen tipo 2 y después del tratamiento con DHT en fibroblastos 

cultivados en suero libre de hormonas y sin rojo fenol solo se observó una banda. No 

se observó expresión del gen después del tratamiento con el agente desmetilante 

azacitidina (fig. 11 ). 

...J 
~ .... <( .... :::e N N o .... e w <( 

1- ~------- ~ SRD5A1 

r- SRD5A2 

f+- 13-actina 

FIGURA 11. Expresión del gen tipo 2 de la 5a.-reductasa después del tratamiento 
con Hormonas Esteroides y 5-aza-2-deoxi-citidina. Se muestra un experimento 
representativo de RT-PCR del gen tipo 1, tipo 2 y ~-actina realizado a partir de RNA 
total obtenido de fibroblastos de área genital cultivados con diferentes tratamientos 
hormonales. Se observa una expresión constitutiva del gen tipo 1 con todos los 
tratamientos. En el gen tipo 2 solo se observa expresión del gen después del 
tratamiento con DHT. No se observó expresión del gen después del tratamiento con el 
agente desmetilante (azacitidina). 
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Después del tratamiento con bisulfito de sodio se secuenció el DNA tratado para el 

gen tipo 1 y se observó que una gran parte de citosinas se encuentran metiladas. Al 

tratar el DNA con azacitidina se observó una conversión a timinas de las citosinas no 

metiladas mostrando que sí existe desmetilación de esta región del gen (Fig. 12). 

SRD5A1 W 
AGCT 

SRD5A1 M 
AGCT 

SRD5A 1 U+AZA 
AGCT 

FIGURA 12. Patrón de metilación del promotor del gen tipo 1 de la Sa.-reductasa. 
Se muestra la secuencia de DNA del gen tipo 1 de fibroblastos de área genital de 
individuos normales (W). El DNA W, fue tratado con bisulfito de sodio las citosinas no 
metiladas son reconocidas por la polimerasa como timinas. Se pueden observar 
diferentes citosinas metiladas que no se afectan después del tratamiento (M). Cultivos 
en paralelo fueron tratados con (1 OOnM) de un agente desmetilante para demostrar el 
efecto del fármaco sobre el patrón de metilación, lo cual se observa en el panel 
(U+AZA). 
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FIGURA 13. Patrón de metilación del promotor del gen tipo 2 de la 5a.-reductasa. 
Se muestra la secuencia de DNA del gen tipo 2 de fibroblastos de área genital de 
individuos normales (W). El DNA W, fue tratado con bisulfito de sodio, las citosinas no 
metiladas son reconocidas por la polimerasa como timinas. Se pueden observar 
diferentes citosinas metiladas que no se afectan después del tratamiento (M). Cultivos 
en paralelo fueron tratados con (1 OOnM) de un agente desmetilante para demostrar el 
efecto del fármaco sobre el patrón de metilación, lo cual se observa en el panel 
(U+AZA). 
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Al secuenciar el DNA para el gen el tipo 2 tratado en las condiciones anteriores se 

observó una gran cantidad de citosinas metiladas. Al tratar el DNA con azacitidina se 

puede observar en la secuencia el efecto de la desmetilación del DNA (Fig. 13) 

7. 4 Patrón de metilación tejido específico en linfocitos y fibroblastos. 

Al comparar los patrones de metilación del gen tipo 2 entre linfocitos y fibroblastos se 

pudo observar que el patrón de metilación es diferente entre los dos tipos celulares. 

Fig. 14 

WILD 
AGCT 

- "} 

LINFOCITOS M 
AGCT 

FIBROBLASTOS M 
AGCT 

FIGURA 14. PATRON DE METILACION DE LINFOCITOS Y FIBROBLASTOS DEL 
GEN TIPO 2 DE LA 5a.-REDUCT ASA. Se muestra la secuencia del gen tipo 2 de la 
5a.-reductasa en sujetos control (W). Después del tratamiento con bisulfito de sodio se 
observa un patrón de metilación especifico del gen en cada tejido (linfocitos M vs 
fibroblastos M). 
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7. 5 Estudio de los patrones de metilación de los genes de 5a reductasa en 

pacientes con deficiencia primaria de la enzima. 

7. 5. 1 Southern Blot utilizando enzimas sensibles a metilación 

El resultado del experimento de la transferencia tipo Southern blot hibridado con el 

cDNA del gen tipo 1 de la 5a-reductasa mostró diferencias en el patrón de migración 

entre los dos iso-esquisomeros usados Hpa 11 y Msp /, los cuales reconocen la 

secuencia CCGG, sin embargo no se observaron cambios entre los sujetos normales 

(N) y deficientes de la enzima (O). Fig. 15 

Las mismas membranas cuando fueron hibridadas con el gen tipo 2, mostraron 

cambios en el patrón de migración de las bandas entre Hpa 11 y Msp / pero no entre los 

sujetos normales y deficientes de la enzima. (Fig. 16). Se observa que los patrones de 

metilación entre el gen tipo 1 y tipo 2 son diferentes. 

Para explorar mas sitios posibles de metilación, se utilizo otro set de enzimas de 

restricción , Sau 3AI y su isoesquizomero Mbo I que reconocen sitios GATC en dónde 

Mbol solo corta al DNA cuando está metilado. Los RFLP usando estas enzimas no 

mostraron diferencias cuando se analizó el gen tipo 1 (Fig . 17), sin embargo cuando se 

analizó el gen tipo 2, pudimos observar una región del gen que seguramente esta 

meti lada por lo que se aprecian cambios en el patrón de restricción en los DNAs 

digeridos con Mbol vs los digeridos con Sau3A 1 (Fig . 18). 
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FIGURA 15. Patrón de metilación del gen tipo 1 de la Sa-reductasa en secuencias 
CCGG. El DNA genómico de 3 sujetos normales (N) y 4 con deficiencia primaria de la 
enzima (D), fue digerido con Hpall y Mspl. La separación de los productos de digestión 
se realizó en un gel de agarosa al 1 %. El Southern blot se realizó utilizando como 
sonda el cDNA del gen tipo 1 de la 5a.-reductasa Se observan fragmentos por debajo 
de 4.3 Kb en el DNA digerido con Msp I pero no con el iso esquisomero Hpall, 
indicando metilación del DNA (Flechas a la derecha). 

N N NDD DON NNODO O 

23.0 Kb 

4 . 3 

2.3 ~ 

o.e ~ 

FIGURA 16.- Patrón de metilación del gen tipo 2 de la 5a.-reductasa en 
secuencias CCGG. La membrana de la figura 7, fueron lavadas en condiciones de 
alta severidad y rehibridada utilizando como sonda el cDNA del gen tipo 2 de la 5a.
reductasa. Se observan fragmentos por debajo de 4.3 Kb en el DNA digerido con Msp 
1 pero no con el isoesquizomero Hpall , indicando metilación del DNA (Flechas a la 
derecha). 
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FIGURA 17. Patrón de metilación del gen tipo 1 de la Sa.-reductasa en secuencias 
GATC. DNA genómico de sujetos normales (N) y con deficiencia primaria de 5a.
reductasa (D) fueron digeridos con las enzimas de restricción Sau 3A y Mbo I los 
productos se separaron en un gel de agarosa al 1 %. La transferencia tipo southern blot 
se realizó como se describe anteriormente y la hibridación se realizó con el cDNA del 
gen tipo 1 de la 5a.-reductasa. Se observan bandas de bajo peso molecular 0.6 y sin 
cambios en el patrón de migración entre la enzima sensible (Sau3A /)y no sensible a 
metilación (Mbo) , el resultado es representativo de dos de los experimentos realizados 
con 14 muestras de individuos diferentes. 

Sau 3AI Mbol 

N N NO O O O N N N O O O O 

FIGURA 18. Patrón de metilación del gen tipo 2 de la Sa.-reductasa en secuencias 
GATC. Las membranas de la figura 9 fueron lavadas y rehibridadas con el cDNA del 
gen tipo 2 de la 5a.-reductasa. Se observa un patrón de restricción diferente en la 
migración de las bandas del DNA digerido con Sau 3AI y el digerido con Mbol que 
solo corta en el sitio GATC si la citosina está metilada. 
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7. 6 Detección de mutaciones en el exón 4 de pacientes con deficiencia primaria 

de la enzima 

Para ampliar el estudio se hizo la detección de los sitios de mutaciones en las 

muestras utilizadas ya que se ha descrito que en las secuencias del exón 4 del gen 

tipo 2 existe un número de mutaciones relativamente alto en población mexicana. El 

estudio incluyó individuos normales (N) y con deficiencia primaria de la enzima (O) . 

El análisis de la secuencia mostró una mutación en el codon 212 que es responsable 

de una sustitución prolina por arginina (CGA por CCA) en el exon 4. Fig. 19 A 

Conociendo que existe una asociación entre el aumento de la metilación en islas CpG 

y la aparición de mutaciones observado en otros modelos experimentales. Se trató de 

correlacionar las mutaciones obeservadas en nuestras muestras y el patrón de 

metilación del gen tipo dos de la 5a-reductasa. 

El análisis de metilación (MSP), específico para el exon 4 mostró un 

aumento en el número de citosinas metiladas en el DNA de los sujetos que tienen la 

mutación con respecto a los individuos normales (Fig. 19 B ). 
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Figura 19. Detección de las mutaciones y el estado de metilación del exon 4 del 
gen tipo 2 de la 5a.-reductasa. A) Se muestra una secuencia representativa del exón 
4 del gen tipo 2 del 5a.-reductasa de un sujeto normal (N) y un individuo deficiente de 
la enzima (D) con una mutación en el codón 212 responsable de una sustitución de 
prolina por arginina (CCA por CGA). La mutación se indica con la flecha. B. Se 
observa el estado de metilación del exón 4 del gen tipo 2 de la 5a.-reductasa después 
del tratamiento con bisulfito de sodio entre un individuo normal (N) y un paciente con 
una mutación en el codon 212 (D). Las flechas indican las diferencias en el patrón de 
metilación. 
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8. Discusión. 

8. 1. Expresión diferencial de 5-a. reductasa en tejidos periféricos. 

En este trabajo se determinó la expresión de los genes que codifican para el 

gen tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa en linfocitos y en fibroblastos de área génital. 

Diversos estudios acerca del gen de la 5a-reductasa han demostrado que estos genes 

están bajo el control de los andrógenos y que se expresan de manera diferencial 

dependiendo del tej ido (Andersson et al 1989, Thigpen et al. 1993, Torres y Ortega 

2003, Pratis et al 2003 ), sin embargo los mecanismos precisos por los cuales se 

regula la expresión de estos genes aun no han sido bien establecidos. 

8. 2. Diferenciación sexual. 

La diferenciación sexual es uno de los procesos mas importantes en la vida de 

los mamíferos. La determinación del sexo es básica para la supervivencia de la 

especie y que consiste en conjunto en una serie de eventos organizados en espacio y 

tiempo que darán lugar a las características fenotípicas sexuales. Es en este proceso 

en donde intervienen una gran cantidad de eventos moleculares que dirigen la síntesis 

enzimática que a su vez dará lugar al producto final en este caso la hormona. En el 

macho las dos hormonas mas importante son la Testosterona y la dihidrotestosterona. 

La conversión de tesosterona a dihidrotestosterona se lleva a acabo por la acción de la 

enzima 5a-reductasa (Andersson et al 1989, Thigpen et al. 1993, Torres y Ortega 

2003, Pratis et al 2003 

La expresión del gen de la 5a-reductasa tipo 1 se ha observado en tejidos no 

dependientes de andrógenos como el hígado (Reyes et al 1997, Andersson et al 1989, 

Thigphen et al 1993). Se ha descrito que existe la expresión del gen en líneas 

celulares de linfocitos T y B. En este modelo se ha observado que la expresión del gen 

tipo 1 se incrementa después del trat~miento con Dihidrotestosterona (DHT), pero no 

con Testosterona. Diferentes líneas de investigación apoyan la idea de que en el 
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sistema inmune también hay producción de esteroides, por ejemplo el epitelio del timo 

y el bazo ( Zhou y Speicer, 1999) 

También los macrófagos alveolares pueden convertir al precursor de los 

andrógenos androstendiona en una gran variedad de esteroides androgénicos, 

indicando actividades como la de la 5cx-reductasa. 17p-Hidroxi esteroide 

deshidrogenasa (17P-HSD) en estas células. En linfocitos se cree que la 5cx-reductasa 

tipo 1 es regulada por hormonas esteroides y al parecer participa en actividades 

relacionadas con el sistema inmune, sin embargo aún no se conoce cual es su 

principal función en este tejido (Zhou y Speicer 1999). 

La expresión del gen tipo 2 de la 5cx-reductasa se ha observado en tejidos 

dependientes de hormonas como la próstata, epidídimo y algunos autores han 

reportado su expresión en fibroblastos de área genital (Thigphen et al 1993). 

Recientemente Russell y cols. demostraron la expresión de ambas isoenzimas en 

diferentes regiones del pene en etapas tempranas del desarrollo (Kim et al 2002). 

En este estudio se escogieron dos tipos celulares de humano blancos sensibles 

a andrógenos que fueron obtenidos de sujetos control y de pacientes con deficiencia 

primaria de la enzima. Se utilizaron para el estudio fibroblastos obtenidos de área 

genital de individuos después de circuncisión y sangre total para la separación dé 

linfocitos. 

Se demostró que los 2 genes que codifican para las isoenzimas de la 5cx

reductasa se expresan en fibroblastos de área genital y en linfocitos periféricos solo 

existe expresión del tipo 1 (figs 6 y 7). En linfocitos se puede observar una banda 

intensa que corresponde a la expresión de la isoenzima 1, pero no a la de la dos (fig 

6) . Situación que se observó al menos en 7 individuos (datos no mostrados). En el 

caso de la expresión en fibroblastos de área genital que fueron cultivados in vitro 

observamos que estos expresaban ambas isoformas (fig 7). 
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Hasta la fecha no se conocen los mecanismos por los cuales pudieran estarse 

regulando estas enzimas, ya que por un lado se ha sugerido la regulación a la alta por 

DHT (Nirdé et al 1998), mientras que otros autores postulan que aún en presencia de 

T y DHT los niveles de expresión de la enzima tipo 2 permanecen sin cambio 

(Hellwinkel et al 2000). Aún mas, no se ha establecido por que en algunos hombres 

mayores de 40 años los niveles de expresión de la 5a-reductasa tipo 2 se encuentran 

aumentados con una creciente actividad de la enzima en tejidos como la próstata, 

ocasionando hiperplasia prostática benigna (BPH) (Carson 111 y Rittmaster 2003). En 

este sentido la isoenzima tipo 2 es de vital importancia para el mantenimiento de 

diferentes tejidos dependientes de andrógenos. 

Para determinar si las hormonas esteroides podrían tener influencia sobre la 

transcripción del gen tipo 2 según los datos reportados en la literatura (Nirdé et al 

1999, Hellwinkel et al 2000) se trataron los fibroblastos con diferentes hormonas T, 

DHT y E2. Los resultados después de los diferentes tratamientos con hormonas 

esteroides mostraron que únicamente después del tratamiento con DHT se induce la 

expresión del gen tipo 2 de la 5a-reductasa lo cual podría sugerir una regulación por 

DHT para este gen (fig 11). 

En los últimos años se ha hablado mucho de las diferentes formas en que 

se puede estar regulando la expresión de los genes de la 5a-reductasa. Existen varios 

mecanismos en la célula capaces de aumentar o disminuir la expresión de genes. 

Desde proteínas que se unen al DNA modificando su conformación y con ello dejan 

expuestos sitios para que ciertas proteínas puedan unirse su secuencia consenso y 

promuevan la transcripción, hasta mecanismos que son capaces de inducir un cambio 

en la estructura de la cromatina sin cambio en la secuencia de nucleótidos llamados 

mecanismos epigenéticos (Jones y Wolffe 1999). 

Considerando que la expresión del gen tipo 2 es diferente en linfocitos con 

respecto a los fibroblastos y que los mecansimos acerca de su regulación no han sido 

bien establecidos, se decidió explorar si otro tipo de mecansimos como los 
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epigeneticos podrían estar involucrados en la regulación de estos genes, 

específicamente la metilación del DNA (Jones y Wolffe 1999). 

Una de tas funciones mas importantes de la metilación, que afecta regiones 

específicas de los promotores de los genes, es la regulación de la expresión genética. 

(Tate y Bird 1993, lguchi-ariga y Schaffner 1989, Wade 2001). Utilizando el programa 

Methprimer (Li y Dahiya 2002) se realizó el análisis de las regiones promotoras para 

ambos genes de la Sa-reductasa. Un análisis de la región del promotor y el exon 1 

para el gen tipo 1 mostró la existencia de 2 islas CpG en esta zona. El análisis del gen 

tipo 2 mostró que existen tres islas CpG, dos islas pequeñas y una isla de mayor 

tamaño, lo cual sugiere que estos promotores podrían estar bajo el control de la 

metilación. Figs. 8 y 9 

Se estudió el estado de metilación de los promotores de los genes de la 5-a 

reductasa tipo 1 y tipo 2 para tratar de correlacionar si la expresión de estos genes en 

diferentes tejidos esta regulada por la metilación. Se demostró que en linfocitos solo se 

expresa el RNAm para el gen tipo 1 mientras que en cultivos de fibroblastos de área 

genital cuando se cultivan en presencia de esteroides en el medio se expresan las 

dos isoenzimas, predominando el gen tipo 1 sobre el gen tipo 2. Sin embargo al 

eliminar los esteroides del medio de cultivo y tras un cultivo de 96 hrs. La expresión del 

gen tipo 2 se pierde en los fibroblastos lo cual confirma la acción de factores 

hormonales. 

Para observar si se reestablece la expresión del mensajero del gen tipo 2 de la 

5a-reductasa. De acuerdo a lo reportado en la literatura, se eliminaron las hormonas 

esteroides del medio de cultivo y se trataron los fibroblastos con un agente 

desmetilante (5-aza-dC) que se incorpora como un análogo de la citosina y ocupa la 

posición 5' por lo que no puede ser metilada por la DNA metiltransferasa de 

mantenimiento durante la replicación del DNA, llevando a una desmetilación del DNA. 
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Los fibroblastos fueron tratados con 100 nm del fármaco en dos experimentos 

diferentes. Al tratar los fibroblastos con 5-aza-dC no se restauró la expresión del gen 

tipo 2 de la 5a-reductasa y no se observó un efecto sobre el gen tipo 1 (fig 11 ). Lo 

cuál indica que aun existiendo sitios CpG metilados estos no están actuando como un 

mecanismo de regulación transcripcional para el gen tipo 2. 

8. 3. Patrón de metilación de la región promotora de los genes de la 5a

reductasa 

En este trabajo se estudió el estado de metilación de los promotores de los genes tipo 

1 y tipo 2 de la 5a-reductasa esteroidea en linfocitos y en fibroblastos obtenidos de 

prepucio. 

Los resultados demostraron que existe metilación de los promotores de los 

genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa en fibroblastos de área genital. Después del 

tratamiento con el agente demetilante 5-aza-dC se observó una desmetilación parcial 

en ambos genes lo cuál indica un efecto directo del fármaco sobre la tasa de 

metilación. Por otro lado se observa un patrón de meti lación diferencial tej ido 

específico entre linfocitos y fibroblastos de área genital del gen tipo 2 de la 5a

reductasa (figs 12 y 13). 

Se ha descrito que los patrones de metilación se establecen en las primeras 

etapas del desarrollo. Los patrones de metilación en células somáticas son 

generalmente estables y heredables, sin embargo, son reprogramados ampliamente 

en las células germinales y durante el desarrollo embrionario temparano (Bird 2002). 

Durante el desarrollo embrionario la metilación del DNA adquiere patrones 

específicos y se establece el patrón de metilación de las células somáticas (Paulsen y 

Ferguson-Smith 2001 ). 

Diferentes líneas de investigación sugieren que los patrones de metilación son 

vitales para el desarrollo normal de los vertebrados (Li et al 1992, Okano et al 1999). 
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La observación de que exista una metilación diferencial en el promotor de dos tejidos 

diferentes sugiere que la metilación de este gen es tejido específica, sin embargo su 

papel en el metabolismo de los andrógenos en diferentes tejidos requiere una 

investigación más exhaustiva. 

8. 4 Patrón de metilación en regiones intragénicas de la Sa.-reductasa. 

En está parte del proyecto se determinó el patrón de metilación de ambos 

genes. El patrón de metilación de los genes de 5a.-reductasa esteroidea fue 

investigado inicialmente por la técnica de RFLP, usando enzimas de restricción 

sensibles a metilación en este estudio se utilizaron Hpall y Mspl. Estas dos enzimas 

reconocen el mismo sitio de restricción que son secuencias CCGG y no cortan el DNA 

cuando éste está metilado y por lo tanto reconoce un patrón diferencial de metilación. 

Cuando Mspl no corta el DNA significa que éste está metilado en residuos 5' C, es 

decir la citosina externa de la secuencia CCGG, pero esta enzima si corta dicha 

secuencia cuando el residuo de citosina esta metilado en 3'C. En cambio la enzima 

Hpall no corta el DNA cuando la secuencia CCGG está metilada en el residuo 3' C 

interno. Con esta metodología pudimos observar que tanto el gen de la 5a.-reductasa 

tipo 1 como el 2 tienen un patrón de metilación que se observa después del corte con 

Mspl donde podemos percibir la aparición de bandas mayores de 4kb y algunas de 

menor peso molecular. Las cuales se observan en las digestiones con Mspl y no con 

Hpall. Aunque no hubo diferencias en los patrones de metilación cuando se 

compararon individuos sanos e individuos con deficiencia primaria de la enzima. Los 

resultados muestran un patrón diferencial para ambos genes. 

Para excluir la posibilidad de que no se observaran diferencias entre las dos 

isoenzimas pudiera ser debido a una digestión incompleta, y poder excluir que no 

hubiera diferencias entre sujetos normales y aquellos deficientes de la enzima, se 

diseño un experimento predigiriendo el DNA con Eco R1 una enzima que corta con 

mas frecuencia el DNA y no digiere los sitios de metilación. Con este solo se observó 
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un pequef'\o desplazamiento en la migración de las bandas pero el patrón fue el 

mismo. 

Para confirmar el estado de metilación de los genes de la 5a-reductasa se 

utilizó otro par de enzimas para explorar más sitios posibles de metilación entre 

sujetos normales y en sujetos con deficiencia primaria de la enzima. La endonucleasa 

Sau 3AI y su isoesquisomero Mbol reconocen y cortan sitios 5' GATC 3', pero Sau 3AI 

solo no corta cuando el DNA está metilado en citosinas. El resultado de este 

experimento no mostró cambios en el patrón de restricción con ambas enzimas entre 

sujetos normales y aquellos con deficiencia de la enzima. Sin embargo se puede 

observar un patrón de restricción diferente entre el DNA digerido con Sau3AI y Mbol 

en el gen tipo 2. Esto indica que existen sitios de metilación en las citosinas de las 

secuencias GATC. 

8. 5. Patrón de metilación y mutaciones en el exón 4 del gen tipo 2 de la 

5a-reductasa. 

Después de observar cambios en el patrón de metilación en el gen de la 5a

reductasa tipo 2. Se exploró el exón 4 de sujetos normales y aquellos que presentaron 

mutaciones en este exón ya que en este se han observado la mayor cantídad de 

mutaciones en población mexicana (Canto et. al. 1997). 

Un amplio espectro de mutaciones clínicas y bioquímicas han sido reportadas, e 

identificadas en pacientes con deficiencia de 5a-reductasa y solo una deleción 

completa en el gen ha sido descrita. En todos los otros casos mutaciones puntuales 

han sido identificadas a lo largo de los 5 exones que constituyen el gen y son 

responsables de las sustituciones de aminoácidos. ( Andersson et. Al. 1991 ). 

Diferentes observaciones han demostrado que existe una correlación entre la 

metilación de exones y la aparición df:'. mutaciones. Aunque la metilación de citosinas 

es esencial para el desarrollo normal de los vertebrados, una gran cantidad de 
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mutaciones en línea germinal ocurren en dinucleótidos CpG, probablemente de 

manera secundaria a la desaminación de la citosina, donde está es convertida a timina 
• 

( Holliday y Grigg 1993, Momparler y Bovenzi 2000). El dinucleótido CpG contribuye a 

la generación de una gran cantidad de mutaciones en genes supresores de tumores 

(Duncan y Miller 1980, Magewu y Jones 1994,). En una gran cantidad de mutaciones 

que ocasionan enfermedades genéticas mas del 37 % fueron en dinucleótidos CpG 

(Cooper y Krawczak 1989, Gianelli et al 1990, Green et al 1990). 

La mayor parte de las mutaciones relacionadas con metilación en reg iones 

intragénicas se caracterizan por ser una transición de C por T. Son muchos los 

estudios que se han hecho con respecto a la transición de C por T durante los 

procesos cancerosos y existen evidencias de que la metilación del DNA podría estar 

involucrada en la aparición de mutaciones en diversos genes (Duncan y Miller 1980, 

Holliday y Grigg 1993, Magewu y Jones 1994, Momparler y Bovenzi 2000) Por otro 

lado Muchas de las mutaciones descritas pueden aparecer como transiciones C/G a 

T/A y transversiones C/G a T/A s. Alrededor del 20 % de las mutaciones ocurren en 

una A!T, (Hoque et. al. ,2005) . 

Para esta parte del estudio se utilizó un método directo de análisis para conocer 

el estado de metilación del DNA basado en la técnica de metabisulfíto de Sodio, que 

consiste en transformar citosinas no metiladas del DNA por metabisulfito, produciendo 

citosinas desaminadas en el caso de que estas no estén metiladas, las cuales serán 

reconocidas como timinas en las reacciones de PCR. 

Los productos de PCR fueron clonados y secuenciados. En el patrón de 

metilación del exon 4 del gen tipo 2 se puede observar que en sujetos normales el 

patrón de restricción es diferente al observado en pacientes con deficiencia de la 

enzima. Se puede observar la transformación de citosinas a timinas en los sujetos 

normales, y no así en los sujetos con deficiencia primaria de la enzima. 
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Sin embargo nuestros resultados demuestran una mutación cambiando una 

transversion de una C por una G en sitios que presentan una alta frecuencia de CpG · s 

metiladas. Las transversiones de C/G ya han sido reportadas sin embargo la 

asociación entre una transversión y el grado de metilación ha sido poco estudiado. 

Una obseNación interesante es que la citosina que se encuentra metilada se localiza 

en un sitio Hot Spot de mutación en el exon 4 lo que sugiere que una metilación 

reiterativa del sitio puede contribuir a la aparición de dicha mutación . 

Tal vez la metilación del DNA capaz de inducir cambios en la estructura de la 

cromatina actuando en conjunto con la maquinaria enzimatica, que a su vez pudiera 

estar influenciado diferentes tipos de mutaciones como el caso de una C por una G 

como olo obseNado en pacientes con deficiencia primaria de 5a- reductasa. 
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9. CONCLUSIONES 

1.- Los genes tipo 1 y tipo 2 de la 5a-reductasa se expresan en fibroblastos de área 

genital pero solo el tipo 1 en linfocitos periféricos. 

2.- El gen tipo 2 de la 5a-reductasa se regula por DHT en fibroblastos de área genital 

en cultivo. 

3.- La expresión del gen tipo 2 no se restaura después del tratamiento con un agente 

desmetilante. 

4.- Los genes de la 5a-reductasa se encuentran metilados en citosinas en sujetos 

normales. 

5 .-Existe un patrón diferencial de metilación en el gen tipo 2 de la 5a-reductasa entre 

linfocitos periféricos y fibroblastos de área genital. 

6.- En sujetos deficientes de la enzima existe una mayor metilación del gen tipo 2 de 

la 5a-reductasa comparado con sujetos normales. 
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1 O. Perspectivas. 

De este trabajo se derivan los estudios subsecuentes en cáncer de próstata. Dado que 

la próstata es el órgano blanco más importante en el metabolismo de andrógenos. El 

cáncer de próstata es una enfermedad que es considerada como la segunda causa de 

muerte en paises desarrollados. Durante el curso de la enfermedad se pueden 

observar cambios importantes en la producción de hormonas que van de andrógeno 

dependiente (AD) a andrógeno independiente (Al) en etapas finales de metastasis. 

Dentro de las perspectivas de este trabajo se pretende investigar utilizando un 

modelo in vitro e in vivo, cual es el patrón de metilación de los genes de la 5a.

reductasa en líneas celulares de cáncer de Prostata como LNCaP, PC-3 y DU-145 y 

en tejidos de pacientes con diferentes grados de la enfermedad, para asi correlacionar 

su expresión con la metilación en regiones promotoras en diferentes estadios de la 

enfermedad de AD a Al. Esto con el fin de dilucidar si estos genes en ausencia de 

andrógenos podrían estarse regulando por otros mecansimos como la metilación y que 

podrián estar asociados a mecanismos de metastasis del cáncer de prostata. 
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Abstract 

The synthesis of dihydroiestostcrone (DHT) is catalyzed by steroid 5a-reductase isozymes 1 and 2. and 1his function determines the 
development of the male phenotype during embriogenesis and lhe growih of androgen sensitive tissues during puberty. The aim of this study 
was to determine thc cytosine methylation status of 5a-reductase isozymes 1ypes 1 and 2 genes in normal and in 5a-reductase deficient 
men. Genomic DNA was obtained from lymphocytes of both normal subjects and pal ient!' with primary 5a-rcductasc deficiency dueto 
point mutations in 5a-reductase 2 gene. Southem blot analysis of 5a-reductase types 1 and 2 genes from DNA samples digested with 
Hpall presented a different cytosine rnethylation pattem compared to 1hat observed with iis isoschizomer Mspl. indicaiing that both genes 
are methylated in CCGG sequences. The analysis of 5a-reductase 1 gene from ONA sarnples digesied with Sa113AI and its isoschizomer 
Mbol which recognize methylation in GATC sequences showed an identical rnethylation pattern. In contrast. 5a-reductase 2 gene digested 
with Sau3AI presented a different methylation pattem to that of the samples digested with Mhol. indicating thai steroid 5a-reductase 2 
gene possess methylated cytosines in GATC sequences. Analysis of exon 4 of 5a-reducta$C 2 gene afler mciabisulfitc PCR showed that 
normal and deficient subjects presenta different methylation pattem. being more methylated in patienls with 5a-reductase 2 mutaled gene. 
The overall results suggest that 5a-reductase genes 1 and 2 are differentially melhylated in lymphocytes from normal and 5a-reductase 
deficient patients. Moreover, the extensive cytosine methylation pattem observed in exon 4 of 5a-reductase 2 gene in deficient patients. 
points out toan increased rate of mutations in this gene.© 2002 Elsevier Science Ltd. Ali righls reserved. 

Keywords: DNA methylation: 5a-reductase isozymes: Human lymphocytes: Methylation·scnsitive PCR: Dihydrotcsto~tcronc: .'\a-rcductasc dcliciency 

l. lntroduction 

The enzyme steroid 5a-reductase is a microsomal protein 

that catalyses the NADPH-dependent reduction of a varie ty 
of steroids containing 3-keto ll 4·5 double bond [ 1]. This 
enzyme participates in the transformation of testosterone 
into dihydrotestosterone (DHT), which plays a central role 
in human sexual phys iology and is responsible for the dif
ferentiation of male externa) genitalia and prostate (2). Two 
steroid 5a-reductase genes have been cloned. These genes 
encade two different isozymes types 1 and 2, that present 
different biochemical and phannacological properties [3]. 
Intraspecies and interspecies comparisons between these 
enzymes show moderate homologies suggesting different 

• Corresponding author. Tel: + 52-55-5622-30-98: 
fax: +52-55-56 16-20-10. 

E·mail address: mcerbon@correo.unam.mx (M.A. Cerbón). 

structure, functio n and regulation [31. In most male re
productive tissues. type 2 isozyme is more abundant than 
type 1, whereas the latte r predominates in non reproductive 
tissues l 4 J. 

The primary 5a-reductase deficiency in humans induces 
a syndrome in which thc affected mcn usually have nor
mal interna! genita lia. resulting from testosterone effects 
on the Wolffian ducts. but abnormal externa) genitalia, the 
development of which depends on DHT activity [5]. Sim
ilar clinical characte ristics are observed in patients with 
secondary deficiency of the enzyme. The main difference 
between primary and secondary deficiency is tha t, in the 
fonner the 5a-reductase gene 2 exhibits point mutations, 
whereas the latter is due 10 muta tions in androgen receptor 

gene [6]. 
Mutational analysis of primary deficiency of 5a-reductase 

type 2 gene has been well documented [6.7). lnterestingly, 
in Mexican patients the majority of these mutations occurs 
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in exon 4 [8). An increase in mutations in many mammalian 
genes has been associated to gene methylation [9]. Further
more, many hot spot mutations in a large number of genes 
are related to a specific gene methylation pattem [9, 10). 
The methylation status is established during development, 
and the pre-existing pattems are inherited in the DNA repli
cation process [ 11 ]. Sorne restriction endonucleases are 
affected by these 5-methyl-cytosines, becoming unable to 
cleave DNA when cytosine residues are methylated at their 
recognition sites [ 12). Methylation-sensitive endonucleases 
yield differences in the Southern hybridization pattern in 
sorne DNA regions [13). 

In the present study, we determined the methylation status 
of 5a-reductase types 1 and 2 genes using DNA cleavage 
with restriction endonucleases sensitive to DNA methylation 
(RFLP). In addition, we explored specific 5a-reductase gene 
2 cytosine methylation pattern using methylation-specific 
PCR (MSP) and genomic sequencing from Mexican normal 
subjects and patients with 5a-reductase deficiency. 

2. Materials and methods 

2.1. Subjecrs 

Four patients with 5a-reductase primary deficiency, and 
three adult healthy men were studied. The diagnosis of 
5a-reductase primary deficiency in the affected subjects 
was established by physical examination, measurements of 
Testosterone/DHT plasmatic ratio, pedigree analysis and 
karyotype [5.8). Ali subjects signed consent forms ap
proved by the Ethical Committee of the National lnstitute 
of Pediatrics in Mexico City. 

2.2. DNA isolarion fmm b/ood 

Blood samples ( 1 O mi) from healthy donors and from 
those with deficiency of steroid 5a-reductase 2 gene were 
obtained by venipuncture in heparinized Yacutainer sterile 
tubes. Lymphocytes were isolated from the density gradi
ent of Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Uniparts), as previ
ously described. with minor modifications [ 141. The final 
pellet of cells was washed four times for 5 min at 2500 rpm 
with RPMI-1640 medium (washing was performed using 
30 mi medium/10 ml of original blood sample). The washed 
cell pellet was processed for total DNA extraction as de
scribed previously [ 15). In brief, each sample was resus
pended in 3ml of lysis buffer ( IOmM Tris-HCI, pH 7.4, 
0.1 M EDTA, 20 µg/ml pancreatic RNAase, 0.5% SOS). Af
ter 1 h of incubation at 37 ºC the lysates were digested with 
proteinase K ( 100 µg/ml) at 37 º C overnight. Proteins were 
removed by three extractions with a mixture of buffered phe
nol/chloroform/isoamyl alcohol (50:49: 1) anda final extrac
tion with chloroform/isoamyl alcohol (49:1). The aqueous 
phase was adjusted to 0.5 M ammonium acetate and precipi
tated by the addition of2.5 volume of absolute alcohol. DNA 

concentration was determined by absorbance measurement 
at 260 nm, and its integrity was verified by electrophoresis on 
0.5% agarose gels in 0.5X TBE buffer (0.045 M Tris- borate, 
pH 8.0, 1 mM EDTA). 

2.3. DNA digesrion wirh resrricrion endonucleases 

Total DNA ( 15 µg) was digested with 6 U/µg of the fo l
lowing enzymes: H¡wll. Mspl. Mbol ancl Smr3AI (G ibco 
BRL Rockvillee. MD. USA) using the conditions described 
by thc supplier. Digested DNA was scparatcd by elec
trophoresis on 1 % agarose gels in 0.5X TAE buffer at 30 V 
for 12 h, and subjected to hydrolysis with NaOH 0.5 M. 
NaCI 1.5 M for 45 min. Gels were washed with sterile wa
ter and ncutralizcd with a solution of 1 M Tris- HCJ (pH 
7.4), NaCI 1.5 M. Then. DNA was transferred to Gene 
Screen membrancs (New England Nuclear Corp .. Boston , 
MA. USA) in 1 OX SSC ( 1.5 M NaCI. 0.15 M sodium cit
rate. pH 7.0). washed with 6X SCC buffer for 3 min and 
heated at 80 ºC for 2 h under vacuum. Membranes were 
prehybridized overnight in IX Denhart's solution (1% 
bovine serum album in. 1 % polyvinylpyrrolidone. 1 % Ficoll 
400) which containcd :'IO'k forrnamide, 0.2% SOS, 1 O mM 
EDTA, 120 mM phosphate buffer and 50 µg/ml denatured 
DNA salmon sperm. Hybridization was performed in prehy
bridization solution (0. 1 ml/cm2) with human 5a-reductase 
cDNA gene 1 (this cDNA was a gentle gift from Dr. D.W. 
Russell from Texas University, USA) which was labeled by 
the random primer method (Gibco, BRL) with J:l P-dCTP 
(specific activity 1-2 x 108 cpm/µg of DNA). After hy
bridization. membranes were washed with 2X SSC at room 
temperature. fo llowed by two washes under high stringency 
conditions (0. 1 X SSC. 0. 1 </'" SDS at 60 º C). Membranes 
were then exposed to a í3-Max lilm (Amersham) for 72 h at 

- 70 ºC. After film exposure. the membrnncs were stripped 
and rehybridized with 5t~-reductasc human cDNA gene 2 
(this cDNA was a kind gift from Dr. Fernand Labrie from 
Lava) Hospital. Qucbcc) undcr thc cond itions dcscribed 
above [ 16]. 

2.4. Merhylario11-specific PCR a11d sodium bisu/fire 
genomic sequenci11~ 

Sodium bisulfite genomic amplification and sequencing 
was performed essentially as described previously [ 17, 18). 
An amount of 1 O µg of purified genomic DNA from Iym
phocytes were digested with EcoRI. Then, DNA was pre
cipitated and washed two times in 80% EtOH. DNA was 
denatured at room temperature with 0.4 M NaOH/0.2 M 
EDTA for 1 O min, and treated with 2.5 M sodium bisulfite 
far 16 h (Introgen, Purchase. NY), as described previ
ously [ 18). Modified DNA was resuspended in 50 µl of 
TE (0.1 M Tris- HCJ. 1 mM EDTA) and stored immediately 
at -20º C. 

The sequence of primers and PCR cond itions used for 
exon 4 of 5a-rcductase gene ampliticalions are shown 
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Table 1 
Sununary of primer sets and PCR annealing conditions for amplifying 
cxon 4 

Primer 

SRD5A2-W sense 
SRD5A2-W anti 
SRD5A2-U sense 
SRD5A2-U anti 
SRD5A2-M sensc 
SRD5A2-M anti 

Sequence 

5' -acg cag gtg gct tgt Ita cg-3' 
S'-aag e ta cg1 gaa rge 1gc cg-3' 
5' -atg tag gtg gu 1gt tia rg-3' 
S' -aaa eta cal aaa iac tac ca-3' 
5' -acg tag gtg gtt tgL tia cg-3' 
5' -aaa eta cgt aaa tac tac cg-3' 

Anncaling 
conditions 

62''C. 30s 

45 ºC. 30s 

SO ºC. 30s 

in Table 1. These primer sequences were chosen in or
der to amplify 1he regions conlaining frequent cytosines 
(to distinguish the unmodified from the modified DNA) and 
CpG pairs near LO 3' -end of primers [ 17]. These primer sets 
were designed to amplify the cornplele sequence of exon 4 
L5 J. In this examination we synthesized 1hree sets of primers 
(U, M, and W). Primer set (U) anneals to unmethylated 
DNA that has undergone a chemical modification. Primer 
set (M) anneals to methylated DNA that has undergone 
a chemical modification. Unmodified DNA was amplified 
with the W primer set, which is used as a positive control 
for PCR. 

PCR reactions were performed for 40 cycles after an ini
tial denaturation step of 95 ºC for 5 min. PCR cycles were: 
30 s of denaturation at 95 ºC, and 30 s of extension at 72 ºC. 
Annealing conditions are given in Table 1. A final cycle 
was performed at 72 ºC for 5 min in ali the W, U. and M 

Hpa 11 

cases. An amount of 25 µ l of !he toial PCR reac1ion prod
ucts of each sample were electrophoresed on 2% agarose 
gel. PCR products were visuali zed by staining wi1h ethy
dium bromide. A single band was detected in ali cases, and 
the size of each specific amplifica tion product. as expected, 
was 196 bp. PCR products were purified in a QIAquick PCR 
purification Kit (QIAGEN, Chatsworth. CA). Pure DNA 
was eluted in 20 µl H20. The DNA sample was directly 
sequenced using a Thenno Sequenase Radiolabeled Termi
nalor Cycle Sequcncing kit. using 33P-ddNTP 1crmina1ors 
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamsh ire. UK). un
der condi tions specified by the manufacturer. An amount 
of 4 µI of total sequencing reaction of each sample were 
electrophoresed on dennturing polyacry lamide gcls at 6%. 
1300 Y for 3 h. The gel was dried and exposed for autora
diography for 24 h. 

In sequencing gcls. 1ransitions C for T in the exon 4 of 
5a-reductase gene wcrc obscrvc<l. Thc numbcr of noncon
verted cytosines. after metabisulfite treatment in normal sub
jects. was compared 10 that of nonconveried cytosines in 
deficient patients. 

3. Results 

The methy lation status of Scx-reductase types 1 and 2 
genes was investigated using the isoschizomeric restriction 
enzymes HpaII and Mspi. wh ich recognize a CCGG se
quence. Mspl does not cleavc DNA when the 5' -C residue 

Mspl 

NNNDDDDNNNDDDD 

23.0Kb __,. 

4.3 

2.3 

0.6 __. 

Fig. 1. Me1hyla1ion status of steroid 5a-rcduc1ase 1ype 1 gene in CCGG sequcnces in normal subjccts and in paticnts with 5a-rcdu"asc deficiency. 
Genomic DNA from normal subjects (N) and pa1ien1s with primary steroid So:-rccluctasc typc 2 clcfii.:icncy ({)) w¡is digcstc:d with Hpall or Mspl rcstriction 
enzymes. and 1hen electrophore1ically separared on 1 % agarose gels. Southern blo1 was performed using as probe thc cDNA of 1hc 5a-reductase 1ype 1 
gene (see Sccrion 2). Fragments lower 1han 4.3 kb werc obscrvcd in DNA diges1ed with Mspl cnzymc hui 1101 with its isoschizomcr H¡>ol l. indicating 
DNA mc1hylu1ion (righl urrows). 
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Hpa 11 Msp l 

NNNOOODNNNOODD 

23.0 Kb ,, 
4.3 

2.3 

0.6 

Fig. 2. Methylation s tatus of steroid 5a-rcductasc typc 2 gene in nor
mal and affected subj ects with steroid Sa-reductasc primary deficiency. 
Membranes from Fig. 1 were stripped at high stringency conditions and 
rehybridized using as probe the cDNA of thc Sa-reductase typc 2 gene 
(scc Scction 2). Fragrnents lower than 4.3 kb were observed in DNA d i
gcstcd with Mspl enzyme but not with it s isoschizomer Hpall . indicating 
DNA methy lation (right arrows). 

is methylated. but cleaves DNA when the 31-C residue is 
methylated. whereas Hpall does not cleave DNA when 31-C 
residue is methylated. 

In Southern blot analysis fragments larger than 4 kb were 
resolved with Hpall in 5cx-reductase types 1 and 2 genes. 
However, the restriction pattern produced with MspI was 
different in both genes. Some low molecular weight frag
ments observed in the Mspl digest did not appear in Hpall 
digest in both normal subjects and deficient patients. (Figs. 1 

and 2). 
To exclude the possibility that the methylation pattern ob

served in both 5cx-reductase types 1 and 2 genes after HpaII 
digest was dueto an incomplete restriction endonuclease ac
tivity. we predigested genomic DNA with EcoRI , followed 

Sau 3AI 

by Hpall digestion. Similar restriction pattern to that found 
w ith HpalJ was observcd in thc samples prcdigested with 
EcoRI (data not shown). 

We u!<ed another set of restriction enzymes to further ex
plore cytosine methylation status of 5cx-reductase types 1 

and 2 genes in other sequenccs. Endonuclease Sau3AI and 
its isoschizomer Mbol recognize and cleave DNA at the 
same 5'-GATC-3' sequence. but only Mbul can cleave DNA 
when the cytosine residue is methylated. The results of the 
Southern blot analysis showed four fragments of low molec
ular weight (below 0.6 kb) which were resolved with either 
Sw13AI or its isoschii'.orncr Mhol in typc 1 gene (Fig. 3). 
In addition. the restriction pattern in DNA samples digested 
with either Mhol or Sa113AI from normal subjccts and pa
tients with 5o:-reductase primary deticiency was similar in 
type 1 gene (Fig. 3). In contrast. in type 2 gene Sa113AI 
produced a di ffcrcnt restrict ion pattern compared to that 
produced by Mbol in both normal and affected patients 
(Fig. 4). 

To further investigate the methylation status of the 
5cx-reductase 2 gene in intragenic regions. and with the hy
pothesis that methylation of CpG sites in exon 4 should be 
related with the apparition of hot spot mutations, we used a 
direct reliable method: MSP and sodiurn bisulfite genomic 
sequencing. In this rnethod. unrnethylated cytosine residues 
are converted to uracils by treatrnent with sodium bisulfite. 
and they are sequenced as thymidines. while methylated 
cytosine residues are unchanged. In Fig. 5A. a representa
tive sequence of exon 4 of a normal (N) and a patient (D) 
w ith a hot spot mutation in the codon 212 of 5o:-reductase 2 
gene is shown. A clear difference in the degree of cytosine 
methylation between normal subjects and patients w ith the 
5o:-reductase 2 mutated gene. was detected (Fig.. 58 ). The 
map of the methylation status of exon 4 of 5cx-reductase 
2 gene obtained from normal and deficient subjects is 
summarized in Fig. 6. 11 can be obscrved that methylated 
cytosines in the exon 4 of 5cx-reductase 2 gene in normal 
subjects represen! only 15% of thosc rnethylated in deficient 
patients. 

Mbol 

NNND DDDNNNDDDD 

Fig. 3. Methylation status of So-reductase 1ype 1 gene in GATC sequences. Genomic DNA from normal subjects (N) and paticnts with primary 5a-rcductasc 
type 2 deficicncy (D) was submittcd to digcstion with Sa113AI or Mlml rcstriction cn7.ymcs. and thcn clcctrophorct ically scparatcd on 1 r4' agiirnsc gcls. 
Southcrn blot was performed as in Fig. 1. Fragmcms lowcr than 0.6 kb wcrc ohscrvcd in DNA cligcstcd with Sc111JAI or wi th its isoschiwrncr Mhol (nrrows). 
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Sau 3AI Mbo l 

N N N O O DNNN D DDD 

0.6 bp 

Fig. 4. Mc1hyla1ion status of Sa-reductase 2 gene in GATC sequences. Membranes from Fig. 3 were siripped al high stringency <:Ond itions ancl rchybridized 
as in Fig. 2. Different res1ric1ion pauem was observed in DNA digested with Sa113AI compared 10 DNA digcsted wi1h ils isoschizomer Mbol. indica1ing 
1ha1 sorne GATC scquences are methylated in cytosines in Sa-reductasc 2 gene (arrows). 
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Fig. 5. Dctcction of DNA mul3tion and cytosine methylation status of exon 4 of Sa-rcductasc 2 gene after DNA bisulfite 1rea1men1. A: DNA sequencc 
of 5a-rcductase type 2 gene. Sequencing of a normal subject (N) and ·a deficient pa1ien1 (D) with a mutation in thc cytosinc of codon 212 in cxon 4 of 
5cx-reductase type 2 gene, which was responsible for a proline 10 argininc substitution (CGA instcad of CCA). Thc mulation is indicated by arrow. B: 
Me1hyla1ion status of exon 4 of Sa-reductase type 2 gene sequencing of DNA was performed afler treaimenl with sodium bisullite. DNA treated with 
sodium bisulfite from normal subject (N) and a paticnt with mutation in 212 codon (D). Thc arrows indicatc !he diffcrences in the methylation pattem 
between a patienl with 5a-reductase typc 2 mutation and a normal subject. 
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Normal Subject 

* * * s· -t ttc etc ggt gag ate att gaa tgg ate ggc tat gcc etg gcc act tgg tcc etc cea 

gca ctt gca ttt gca ttt ttc tea ctt tgt ttc ctt ggg ctg cga g~t-3' 1 
CODON212 

Deficient Subjeet1 

*** * * * ** * * * ** ** 5 • -t ttc etc ggt gag ate att gaa tgg ate ggc tat gcc ctg gcc act tgg tcc etc 

* * * * * * * * ** * * * cga gca ctt gca ttt gca ttt ttc tea ctt tgt ttc ctt ggg ctg cga gct-3' .. 
CODON212 

Fig. 6. Cy1osinc methylation status of cxon 4 of :'ill-rcduc1ase 2 gene. Thc me1hylmion siaws of .:xon -1 of 5()-rcducla~c 2 ~e ne obwinc<I from nornrnl 
and dcficient suhjec1s is summarizcd in 1his fi gure. Me1hyla1ccl cy1osines are indicaccd by srnrs. Thc hot spol 111u1a1io11 is indicatcd hy nn arw w. 11 can 
he obscrvecl 1ha1 a paucrn of high cy1osi 11e methyln1ion is prcscnt in mutatcd subjcc1s ;i~ comp;1rcd with thc normal ~uhjce1~. 

4. Discussion 

This study present~ a differential methylation status of 
steroid 5et-reductase types 1 and 2 isozyrne genes in human 
lymphocytes. and indicates that a higher methylation degree 
occurs in the exon 4 of 5a-reductase gene 2 from patients 
with primary 5a-reductase deficiency. 

It is well established that, in vertebrate DNA the rnost 
commonly methylated dinucleotide, CpG, is present at lev
els far lower than that predicted by base cornposi tion, while 
the dinucleotides that would result from the fixation of 
dearninated m5 CpG (TpG and CpA) are present at a higher 
level than that predicted by a random distribution [ 19). 

A lthough cytosine mcthylation is essential for normal 
dcvelopment [ 11 l. 35% of gem1 line mutations in hu

man diseascs occur at CpG dinucleotidcs. presumably as 
a re.sult of 5-methyl -cytosine lo T transitions [9.1 O] . This 
5-methyl-cytosine also contributes to the formation of an ex
traordinari ly high percentage of rnutations in tumor suppres
sor genes in somatic cells f 12). A high rate of m11t<1genesii; 
of 5-rnethyl-cytosine compared with other nucleotides has 
been widely documcnted [20- 25]. The estimated mutation 
rate of CpG dinucleotides is 10-40 fold than that oí other 
dinucleotides [26). CpG dinucleotides occur at a frequency 
of onty about l % of ali clinucleotides in the human genoma. 
Nevertheless. trnnsitions at CpG dinucleotides are accounted 
for more than 25% of the independent point mutations found 
in different genes (27-321. It has been .shown that cytosinc 
residues in sorne genes known to have undergonc sornatic 
rnutations are rnethylated in normal human tissue.s [331. 

In a survey of point rnutations causing human genctic dis
eases, 37% were in CpG dinuclcotides [2 1 l In hcmophil.ia 
B, 45% of rnutations were CpG transitions in factor IX gene 
(28,29). These alterations are al:::o observed in germ-line 
mutations in tumor suppressor genes, and in APC gene rnuta
tions in patient with familia! adenomatosou.s polyposis [331. 

We analyzed thc methylation status o f' 5a-reducta-;c types 
and 2 genes in both normal subjects and in patient.s w ith 

primary deficiency in 5et-reductasc type 2 gene character
izecl by point rnutmions in this gene. We cxplorccl 1he pres
ence of cytosine methylation in 5a-recluctasc genes using 
RFLP with different sets of methylat ion-sensitive cnzymes. 
Using Hpall , an enzyme .sensitive to cytosine methylation 
in CCGG sequence.s and its i.so.schizomer Mspl. we found 
thal both 5et-reductase genes presentcd differences in thc re
striction pattern by Southern anal ysi~ . indicating thm both 
genes were markedly rnethylated. as ~hown in Figs. 1 and 2. 
These data are in line wi th a previous report or thc mcthy
lation status of thesc genes in rat tissues 1341. 

To further investigate the methylation status of Scx
rcductase types 1 and 2 genes. wc uscd another set of 

cnzymes. Sau3AI and Mhol isoschi í'.omcr. that rccognizc 
5'-G;\TC-3' sequenccs. The Southcrn hybridiz:ition patterns 
obtained from pcripheral blood DNA showed differences 
bc1ween the digcst of methylation-sensit ive Sou3AI and that 
of its methylat ion-insensitive isoschizomcr M /m l only in 
type 2 gene. indicating the existencc of 5-mclhyl-cytol'ines 
in sorne GATC sequences of type 2 gene. A lthough the 
main methylated cytosine residues are in thc 5' -CG-3' se
qucnce in human DNA. there are othcr few rccognition sites 
(5' -GATC-3') that can be methylatcd 135 J. In linc wi1h this 
obscrvation, our results indicatc that some cytosine residues 
at the 5'-GATC-3' si tes are methyla1cd in the type 2 gene. 
allowing only Mhol to cleave DNA and providc character
istic fragments for the Southern hybridi1.ation palterns in 
both normal and cleficient subjects <Fig. 4 ). 

In 5('(-reductase clcficienl Mcxican population. hot ¡;pot 
mutat ions of 5a-rcducta.se type 2 gene havc bccn mainty 
clcscribed in exon 4 l'ollowed by exon 1 [81 . In 1his study. 
wc uscd MSP method coupled to sequencing to analyze 
the methylation status of exon 4. Our rc.sults dcmonstrated 
that paticnts with mutations in cxon 4 prescntcd marked 
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differences in the methylation pattem as compared to nor
mal subjects. We observed a clear increase in the methylated 
cytosine pattern in patients with mutation in exon 4 of gene 
2, cornpared to normal subjects. This increased rnethylation 
status in exon 4 of type 2 gene in patients with a hot spot 
rnutation suggests, that cytosine methylation should be 
associated to the appearance of this mutation. This has 
been previously suggested by the identification of recurrent 
rnutations by Thigpen. in a large study of different ethnic 
groups [36). Furthermore, it has been demonstrated that 
mutations in Dominican Kindred occurs in cytosines of 
CpG dinucleotides of exon 5 of gene 2. Mutations involving 
CpG dinucleotides are common in the human genome (21), 
and are thought to be dueto deamination of 5'-methylated 
cytosines induced by methylation. This suggest that cy
tosines that were mutated in the Dominican subjects were 
methylated (36). 

The overall results demonstrate that 5cx-reductase types 1 
and 2 genes are differentially methylated in normal and in 
5a-reductase deficient patients, and suggest that this abnor
mal methylation pattern in patients should be involved in the 
apparition of 5a-reductase 2 gene mutations. 
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