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RESUMEN

La conversion de testosterona (T) a 5a-dihidrotestosterona (DHT) parece ser un paso clave
en la via de sefializacion de los andrégenos en glandula Harderiana (HG). A la fecha se han
identificado dos distintas isoenzimas 5a-reductasa (tipo 1 y tipo 2) que pueden catalizar esta
reaccion metabdlica. En hamster Sirio, la HG exhibe un marcado dimorfismo sexual, el cual se cree
depende de la accién de DHT; no obstante, aun se desconoce si la HG contiene una 0 méas 5a-
reductasas y si estas enzimas exhiben una regulacion diferente en HG de machos y hembras. En el
presente estudio, se aislaron los cDNAs que codifican para la Sa-esteroide reductasa tipo 1 (Srd5al)
y la 50-esteroide reductasa tipo 2 (Srd5a2), se determinaron ademas sus secuencias nucleotidicas y

se investigaron sus expresiones especificas en las HGs de ambos sexos.

Los cDNAs completos para las 5a-reductasas tipo 1 y tipo 2 fueron obtenidos mediante el
procedimiento de RT-PCR acoplado a la amplificacion répida de los extremos 5° y 3° del cDNA
(RACE). Los resultados demostraron que el cDNA de la Srd5al, contiene un marco abierto de
lectura (ORF) de 937-pb que codifica una proteina de 255 aminoécidos, mientras que el cDNA
completo (1253-pb) de la Srd5a2 codifica una proteina de 254 aminoacidos. En las secuencias del
cDNA de ambas 5o-reductasas se detectaron sefiales de poliadenilacion no candnicas. Las
secuencias de aminoacidos de las 5a-reductasas de hdmster comparten un porcentaje alto (62-86%)
de homologia con las 5a-reductasas del humano, mono y rata. Los analisis de comparacion de
secuencias de la 5a-reductasa tipo 1 revelaron la presencia de dominios funcionales importantes
para la union al NADPH y la union al substrato. La region C-terminal de la 5a-reductasa tipo 2
presentd varios aminoacidos (D163, P180, G192, G195) importantes para la union al NADPH.
Adicional a esto, se pudo detectar una sefial de localizacion nuclear (I-G-A-L-T-L) ubicada en la

region N-terminal.

Mediante la transformacién de [*H]T a [*H]DHT se demostré que los cDNAs aislados y
transfectados transitoriamente en células HEK-293 codifican polipéptidos funcionales con actividad
de 5a-esteroide reductasa. En ensayos de expresion la 5o-reductasa tipo 1 exhibid actividad
enzimatica en un rango amplio de pH (6.5 a 8) mientras que la 5a-reductasa tipo 2 tuvo un pH
Optimo de 5.5. De igual forma, se determin6 que el valor de la K, para la 5a-reductasa tipo 1 (7.14

pmol/L) fue mayor al de la Ky, aparente para la 5a-reductasa tipo 2 (1.96 umol/L).

En ensayos de Northern blot se pudo detectar el transcrito de 5a-reductasa tipo 1 en tejidos

como el higado y la HG de macho y hembra, mientras que el mMRNA de la 5a-reductasa tipo 2 se
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detectd preferencialmente en epididimo. Adicional a esto, la castracion incremento los niveles de
mRNA para la 5a-reductasa tipo 1 en la HG, mientras que la administracion de T restablecio los
niveles normales del mensajero. Los analisis de PCR tiempo-real (RT-gPCR) revelaron que tanto la
Srd5al como la Srd5a2 se expresan en la HG sin claras diferencias entre machos y hembras. En
hembras intactas, la expresion de ambas isoenzimas mostro variaciones durante el ciclo estral; al
parecer, el reemplazo hormonal con 17B-estradiol induce también una regulacion a la alta en los

niveles del mMRNA de la isoenzima tipo 2.

En conjunto, los datos moleculares obtenidos, revelaron que las 5a-reductasas del hamster,
presentan alto grado de similitud estructural, mientras que las diferencias en la actividad catalitica y
expresion de estas isoenzimas sugieren funciones fisiolégicas diferentes. Las caracteristicas
bioquimicas y patrones de expresion de estas Sa-esteroide reductasas, apoyan la hipotesis de que
ambas isoformas juegan un papel importante en el desarrollo y mantenimiento del fenotipo sexual

de este drgano intraorbital.
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ABSTRACT

The conversion of testosterone (T) to dihydrotestosterone (DHT) appears to be a key step in
androgen signaling in the Harderian gland (HG). To date, two 5a-reductase isoenzymes (type 1 and
type 2) that perform this reduction have been identified. In hamsters, the HGs exhibit a marked
sexual dimorphism, which is thought to depend on DHT; however, it is unclear whether they
contain one or both isoenzymes and whether these isoenzymes are differentially expressed in males
and females. In this study, we isolated specific cDNAs for 5a-reductase 1 (Srd5al) and 5a-
reductase 2 (Srd5a2), determined their sequences and investigated their expression in Harderian
tissue. Isozyme-1, cloned from liver mRNA, encodes a protein of 255 amino acids (a.a.); isozyme-2
cDNA, isolated from the epididymis, encodes a 254-a.a. protein. The percent of sequence identity
between the hamster isozymes and the rat and mouse enzymes was 82% (for Srd5al) and 84% (for
Srd5a2), on average. When assayed in transfected HEK-293 cells, the type 1 isozyme displayed
enzyme activity over a broad pH range (6.5 -8), while isozyme 2 had a pH optimum of 5.5. Both
isozymes efficiently catalyzed the in vitro transformation of T into DHT, with apparent Km values
of 7.1 and 1.9 umol/L for Srd5al and Srd5a2, respectively. Real-time PCR analysis revealed higher
MRNA levels for Srd5al than for Srd5a2. Expression of both isozymes increased slightly in HGs of
castrated-males and showed variations during the estrous cycle in females. Hormonal replacement
with 17p-estradiol administered to spayed females induced the up-regulation of Srd5a2 mRNA
levels. Altogether, our results show that both Srd5al and Srd5a2 are expressed in HGs without clear
differences between males and females. The biochemical characteristics and relative expression of
these 5a-steroid reductases support the view that both isozymes may play an important role in

mediating androgen signaling in HG.
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ANTECEDENTES

FUNCION BIOLOGICA DE LOS ANDROGENOS

Los androgenos tienen diferentes funciones durante las distintas etapas de la vida de una
especie. Durante el desarrollo embrionario los androgenos, testosterona (T) y dihidrotestosterona
(DHT), contribuyen a la diferenciacion del sistema reproductor, asi como también al desarrollo del
fenotipo masculino (Mooradian et al., 1987; Wilson et al., 1981). En mamiferos, la diferenciacion
sexual masculina es un mecanismo dependiente de andrégenos secretados primordialmente por las
células de Leydig del testiculo (Hiort & Holterhus, 2000; Hughes, 2001; MacLaughlin & Donahoe,
2004). La participacion de los andrégenos durante la etapa neonatal aun no se ha definido (Fig. 1),
aunque podria estar vinculada al desarrollo del sistema nervioso central. En la pubertad los
androgenos permiten el desarrollo del dimorfismo sexual, desarrollo de caracteres sexuales
secundarios y controlan la reproduccion (Bardin & Catterall, 1981; Wilson, 1999). En el humano, al
inicio de la pubertad los andrégenos regulan la espermatogénesis, causan un incremento en el
desarrollo de la musculatura esquelética y una proliferacion de glandulas sebaceas; asi como una
estimulacion del vello axilar y pubico. Los andrégenos también pueden generar, en cierta medida, la
conducta agresiva y sexual en el sexo masculino, y en algunas especies los efectos organizacionales

del cerebro durante la vida prenatal o postnatal temprana (Mooradian et al., 1987).

T T

TRIMESTRE DE PRSI AME
LA GESTACION

Fig. 1. Representacion esquematica de las concentraciones plasmaticas de T (linea continua) y
espermatogénesis (linea punteada) durante las diferentes etapas de la vida masculina en el humano.
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Los androgenos ejercen sus efectos sobre los testiculos y sobre las estructuras accesorias
masculinas. Asimismo, los testiculos en desarrollo también producen una hormona proteica,
denominada sustancia inhibidora de los conductos de Miiller, la cual origina la regresion de los
conductos de Miuller fetales. Después, bajo la influencia de la T, los conductos de Wolff se
diferencian hacia epididimo, conducto deferente y vesiculas seminales. La DHT causa la fusion y
alargamiento del pliegue labioescrotal hasta originar el desarrollo de la uretra, pene y escroto, asi

como la virilizacién del seno urogenital hasta formar la préstata.

Se ha observado que la T unida a su receptor ejerce efectos importantes durante el desarrollo
prepuberal, estimulando la proliferacion y diferenciacion de las células peritubulares del testiculo y
de las células de Sertoli (Bremner et al., 1994; Vornberger et al., 1994; van Roijen et al., 1995;
Schlatt et al., 1997). En el momento de la pubertad y a partir de entonces, los andrdgenos ejercen un
efecto directo sobre los testiculos. Se requiere de la accion de los andrégenos para la
espermatogénesis en los tubulos seminiferos, asi como para la maduracion de los espermatozoides

durante su paso a través del epididimo y el conducto deferente.

Al respecto, el proceso de maduracion espermatica es realizado en las diversas regiones del
epididimo y en este sentido se ha observado que proteinas sintetizadas en el epididimo y que se
unen al espermatozoide son importantes para su funcionamiento. Se ha observado que estas
proteinas son reguladas de una manera andrégeno-dependiente (Ungefroren et al., 1997; Yenugu et
al., 2004). Por ejemplo, la expresién de proteinas sintetizadas en el epididimo (las cuales participan
en la reabsorcion de fluidos y solutos para la adecuada maduracion espermatica) son moduladas
mediante la actividad androgénica (Pastor-Soler et al., 2002). Asimismo, se ha observado que en el
epididimo de roedores castrados, los niveles de apoptosis aumentan y que la administracion de
androgenos disminuye esta tasa de muerte celular programada (Fan & Robaire, 1998; Takagi-
Morishita et al., 2002). Recientemente, se ha mencionado que este tejido presenta abundante
expresion de 5a-reductasa 2 y que la DHT es el andrégeno predominantemente sintetizado en el
nucleo de células del epididimo (Robaire & Henderson, 2006). Estos estudios han establecido que el
epididimo requiere de los andrégenos y primordialmente de DHT para el desarrollo y el

mantenimiento de este tejido.

La dependencia androgénica ha sido observada en otros 6rganos sexuales, por ejemplo en
las vesiculas o glandulas seminales. La diferenciacion y proliferacion del epitelio celular de estas
glandulas ha mostrado una dependencia hacia la T, pero no a la DHT (Burns et al., 1979). Se ha

observado que en humanos y en ratas el incremento en las concentraciones de T incrementa la
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actividad secretora de las vesiculas seminales (Gonzales, 2001). Asimismo, en la vesicula seminal
del cerdo, Harvey et al., (1995) reportaron la presencia de una proteasa epitelial cuya actividad es

rapida y especificamente regulada por andrégenos.

Numerosos trabajos realizados en euterios, han demostrado que el desarrollo y el
crecimiento de la glandula prostatica es regulada por la DHT (Thompson, 2001). No obstante esto,
en mamiferos metaterios la formacion de la préstata es regulada por un derivado 5a reducido (5a-
androstano-3a, 17p-diol) de la DHT (Shaw et al., 2000; Leihy et al., 2001); y se ha observado que
este 5a-adiol es en su mayoria de origen testicular (Wilson et al., 2003). En la prdstata, la T es
convertida a DHT predominantemente por la enzima 5a-reductasa tipo 2 y se ha observado que esta
conversion se lleva a cabo principalmente en las células basales y del estroma de este tejido (Steers,
2001). Estudios moleculares han concluido que los andrégenos regulan de manera especifica la
proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis prostatica; de tal manera que a la fecha se han descrito
varios genes regulados a través de andrégenos que participan en el control de estos procesos
celulares (Evans-Storms & Cidlowski, 1995; Wang et al., 1997; Wright et al., 1999; Kwong et al.,
2000; Xu et al., 2000). La dependencia del crecimiento prostatico en funcion de la DHT, ha llevado
consigo al desarrollo de diversos inhibidores para la 5a-reductasa, esto con la finalidad de ser
utilizados como agentes terapéuticos en el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna y en el

tratamiento del cancer prostatico (Silver et al., 1994a).

En mamiferos euterios, la organogénesis normal del pene y de la uretra es dependiente de T
y DHT (Kim et al., 2002). Se ha observado que la castracion en la rata adolescente induce el
decremento en el tamafio del pene e induce anormalidades morfoldgicas en la estructura del cuerpo
cavernoso y de la tanica albuginea (Shen et al., 2003); mientras que en mamiferos metaterios se ha
determinado que el desarrollo del pene es dependiente del andrdgeno 5a-reducido, 5a-androstano-
30, 17B-diol (Leihy et al., 2004).

ENZIMAS ESTEROIDOGENICAS

La biosintesis de hormonas esteroides (como progestinas, glucocorticoides,
mineralocorticoides, estrégenos y andrégenos) a partir del colesterol involucra la presencia de
varias enzimas esteroidogénicas. Estas enzimas son primordialmente 6 citocromos P450 y varias
hidroxiesteroide deshidrogenasas. La Fig. 2 ilustra las enzimas involucradas en la formacion de
esteroides. Estas hormonas esteroides son muy similares estructuralmente, no obstante esto, se

encargan de regular diversos procesos fisiolégicos en vertebrados (Miller, 1988; Conley & Bird,
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1997). Las hormonas esteroides se unen a uno o0 mas receptores hormonales esteroideos especificos.
Este complejo hormona receptor puede unirse a secuencias consenso del DNA, denominados
elementos de respuesta a hormonas esteroides y de esta manera estimular la biogénesis de proteinas
esteroide-reguladas (Truss & Beato, 1993; Beato & Sanchez-Pacheco, 1996; Whitfield et al., 1999).
Un ejemplo tipico de este mecanismo de accion ha sido descrito para el receptor de androgenos
(AR). Al respecto, se ha observado que los androgenos se unen intracelularmente al AR, este
complejo andrdgeno-receptor puede unirse a los elementos de respuesta a androgenos
topologicamente localizados en o junto a la region promotora de genes andrégeno-regulados, las
cuales inducen efectos sobre la diferenciacion, el crecimiento y el metabolismo (Fig. 3) (Heinlein &
Chang, 2002).
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Fig. 2. Biosintesis de hormonas esteroides en tejidos esteroidogénicos como las gonadas y la glandula
suprarrenal. Los nimeros indican las enzimas involucradas en cada reaccion. 1. CYP11A, 2. 3BHSD, 3. CYP21, 4.
CYP11B1, 5. CYP11B2, 6. CYP17, 7. 17THSD3, 8. CYP19, 9. 17HSD1.
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Los citocromos P450 son una superfamilia de enzimas oxidativas, todas ellos consisten de
aproximadamente 500 aminoacidos y contienen un Unico grupo prostético hemo en su sitio activo.
Estas enzimas desempefian un papel fundamental en el catabolismo de algunas drogas, metabolismo
de eicosanoides, acido araquidénico, colesterol, &cidos biliares, esteroides, vitamina D3 e
hidroxilacion del &acido retinoico. Las enzimas P450 involucradas en la biosintesis de hormonas
esteroides son proteinas asociadas a la membrana y bioquimicamente existen dos clases de enzimas
P450, las enzimas tipo | como CYP11A, CYP11B1 y CYP11B2, las cuales estan asociados a la
membrana mitocondrial y las enzimas tipo Il como CYP17, CYP19 y CYP21, las cuales se
encuentran asociadas al reticulo endoplasmatico (microsomales). Durante la diferenciacion sexual
del borde urogenital en la embriogénesis, el factor de transcripciéon SF1, un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares, regula la expresion de los genes P450 implicados en la
esteroidogénesis y estudios moleculares recientes han reportado que las mutaciones en estos genes
causan alteraciones innatas del metabolismo y contribuyen a muchas anormalidades clinicamente
relevantes (Payne & Hales, 2004).

La transformacién de compuestos A®3p-hidroxiesteroides a sus correspondientes
metabolitos reducidos A*,3-ceto-esteroides es una etapa esencial para la biosintesis de todas las
clases de esteroides activos. Hasta este momento, se han identificado, clonado y caracterizado siete
isoformas de la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A>-A* isomerasa (3B-HSD  1-VII),

principalmente en rata (I, II, I, 1V, VII), raton (1, 1, I, 1V, V, VI, VII) y humano (I, I, VII).
Asimismo, se han caracterizado otras 33-HSD en especies como el mono (1, 11, 111 y 1V), bovino (I,
I, 11y 1V), hamster (1, 11, 111), perro (I). Estas isoenzimas son codificadas por distintos genes y se

ha observado que presentan un alto porcentaje de homologia en su secuencia de aminoacidos. Las
3B-HSD son enzimas asociadas a la membrana mitocondrial o microsomal dependiendo del tipo
celular en donde se estén expresando (Penning, 1997). En humanos se ha observado que su
deficiencia genera una forma rara de hiperplasia adrenal congénita en ambos sexos, ademas de
provocar una masculinizacion incompleta de los genitales externos en hombres con cariotipo 46,XY
(Simard et al., 2005).

Las 17pB-hidroxiesteroide deshidrogenasas (173-HSD) regulan las concentraciones de
androgenos y estrégenos en mamiferos. Esta reaccién se lleva a cabo a través de la reduccion de 17-
ceto esteroides o la oxidacién de 17-beta esteroides utilizando NAD(P)H o NAD(P)(+) como
cofactor. La 17p-HSD ha sido clonada a partir de diversas especies y se han caracterizado nueve
diferentes isoenzimas (1-9), todas ellas codificadas por diferentes genes. Estas isoenzimas han sido

clonadas ampliamente a partir de diversas especies como el humano (1, 2, 3, 4, 6, 7, 8), rata (1, 2, 3,
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4,7,8,9),ratén (1, 2, 3,4,5,7,9) y mono (1, 2, 3, 5, 7, 8). Ademas de esto, se han clonado otras
isoenzimas en otras especies como el hamster (3), rana (7,8), gallo (4) y conejo (1). A diferencia de
las 3B-HSD, se ha observado que las 17B-HSD presentan un bajo porcentaje de homologia en su
secuencia de aminoacidos. Ademas de la conversion a andrdgenos, estas enzimas son importantes
para la inter-conversion de estrégenos. Las alteraciones en las 178-HSD generan anormalidades en
la diferenciacion sexual, ademas de estar involucradas en ciertas enfermedades neuronales y en la

patogénesis de varios tipos de cancer (Mindnich et al., 2004).

La regulacion de la esteroidogénesis generalmente se lleva a cabo bajo el control de las
hormonas proteicas secretadas a partir de la glandula hipofisaria, por ejemplo en la glandula
suprarrenal la esteroidogénesis es estimulada por la adrenocorticotropina (ACTH) (LeHoux et al.,
1992) y la esteroidogénesis gonadal es estimulada mediante las gonadotropinas: hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), estas hormonas tréficas viajan por la
circulacion hasta el testiculo e incrementan la disponibilidad del colesterol y estimulan la expresion
de genes esteroidogénicos. El incremento en la expresion de las enzimas esteroidogénicas induce
niveles altos de secrecién de T. Estos niveles altos de T inhiben la secreciébn de GnRH y
gonadotropinas. Reportes recientes han expandido nuestro conocimiento sobre la regulacion de la
esteroidogénesis y quizds el mecanismo de regulacion mas estudiado sea el del factor
esteroidogenico SF1, un factor de transcripcion tejido especifico que regula las hidroxilasas P450
(Honda et al., 1993; Morohashi et al., 1996). Adicional a esto, la proteina StAR (proteina
reguladora esteroidogénica aguda) regula la esteroidogénesis de manera aguda, esta regulacion es
inducida por hormonas de origen hipofisario y depende uUnicamente de la disponibilidad del
colesterol. Otro nivel de regulacion se ha observado a nivel de eficiencia catalitica de las enzimas
esteroidogénicas, las cuales son reguladas por el sistema de transferencia de electrones (Mesiano &
Jaffe, 1997; Ehrhart-Bornstein et al., 1998).

BIOSINTESIS DE HORMONAS ANDROGENICAS

Las hormonas esteroides son moléculas sintetizadas a partir del colesterol. En mamiferos
estas hormonas son producidas por las génadas (ovario y testiculo), por la corteza suprarrenal y por
la placenta (Hanukoglu, 1992; Keegan & Hammer, 2002). La conversién del colesterol a
pregnenolona es la etapa limitante en la sintesis de todas las hormonas esteroides, esta conversion
involucra una 20a-hidroxilacion, una 22 hidroxilacién y la eliminacion de la cadena lateral del
colesterol entre el carbono 20 y 22; estas reacciones son catalizadas por el citocromo CYP11A1l
(Simpson, 1979; Voutilainen et al., 1986; Di Blasio et al., 1987; Miller, 1988; Jefcoate et al., 1992).
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La pregnenolona puede ser metabolizada a diferentes esteroides mediante dos vias diferentes. En la
via A% la pregnenolona es convertida a progesterona por la 3p-HSD para formar un doble enlace en
el carb6n 4, después la progesterona es biotransformada a androstendiona. En la via A la
progesterona puede ser metabolizada directamente a dehidroepiandrosterona (DHEA) mediante el
CYP17 (Fig. 2).

Se ha reportado que la T y la DHT son las hormonas androgénicas con mayor efecto
bioldgico, mientras que la androstendiona y la DHEA son androgenos débiles sintetizados en la
glandula suprarrenal (Wilson et al., 1993; Quigley et al., 1995). La biosintesis de T a partir del
colesterol involucra la presencia de 5 enzimas esenciales para su conversion: CYP11A1l (enzima
que rompe la cadena lateral del colesterol), 3B-HSD  (3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/isomerasa), CYP17 (17a-hidroxilasa), CYP17 (17,20 liasa) y 17B-HSD (17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa) (Nebert & Russell, 2002); mientras que la formacién de DHT a
partir de T es metabolizada por la enzima 5o-reductasa (Wilson, 2001). La expresion tejido-
especifico de estas enzimas esté bajo el control de las hormonas sintetizadas en la hipofisis y se ha
observado que la regién promotora de los citocromos P450 presenta secuencias de respuesta a
Adenosin monofosfato ciclico (CAMP), elementos Ad4 y secuencias ricas en GC; la presencia de
estas secuencias son necesarias para la expresion génica tejido-especifico y cAMP-dependientes
(Simpson et al., 1991; Omura & Morohashi, 1995).

La biosintesis de T se lleva a cabo principalmente en las células de Leydig del testiculo y es
regulada mediante la LH (Payne & Youngblood, 1995), la cual puede unirse a su receptor
transmembranal; esta union induce el acoplamiento a proteinas G y de esta manera estimula la
sefializacion celular por segundos mensajeros, como el cCAMP (Shupnik & Schreihofer, 1997). Una
vez sintetizada la T, ésta es secretada a la circulacion general y es transportada por la aloumina y la
globulina transportadora de hormonas esteroides sexuales. En tejidos periféricos, la T entra por
difusion pasiva donde puede ser transformada a DHT por la accion de la 5a-reductasa (Fig. 3), 0
convertida a estradiol por la aromatasa CYP19 en tejido periférico, tal es el caso del tejido adiposo.
Esta etapa es importante para la produccion de esteroides sexuales femeninos. Tanto T como DHT
se unen al AR, este receptor pertenece a una superfamilia de transactivadores nucleares
ligando-dependientes (Whitfield et al., 1999). EI complejo andrégeno-AR unido a los elementos de
respuesta a androgenos (ARE) induce la interaccion con algunos factores de la maquinaria
transcripcional, ademas de inducir el reclutamiento selectivo de co-reguladores y activar genes

androgeno-dependientes.
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Fig. 3. Control transcripcional inducido por el complejo andrégeno-AR-coreguladores. EI AR unido a los
elementos de respuesta recluta de manera ordenada y coordinada proteinas coactivadoras para formar el complejo
transcripcional.

La accion de los androgenos (T y DHT) difiere con la de otras hormonas esteroides, al
respecto se ha determinado que tanto T como DHT interactdan con un mismo receptor y ejercen
efectos fisiologicos diferentes. Se sabe que la interaccion T-receptor es responsable de la
regulacion de la produccién de gonadotropinas, de la espermatogénesis y de la formacion de los
genitales internos (conductos deferentes, vesicula seminal y epididimo) a partir del anlaje de los
ductos Wolffianos durante la diferenciacion sexual fenotipica del embrién masculino (Fig. 4). En
contraste, la DHT unida al mismo receptor induce la formacién de los genitales externos (escroto,
pene) y la prostata, a partir del primordio del seno urogenital durante la embriogénesis masculina,
asimismo la DHT también es requerida para la maduracion sexual durante la pubertad (Wilson et al.,
1981).
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Fig. 4. Biosintesis de T en las células de Leydig y accion biolégica de los andrégenos (T y DHT). EI complejo
andrégeno-AR es trasladado al nicleo y unido a los ARE para regular la transcripcion génica.

La nocion de que ambos esteroides se unen al mismo receptor, se apoya en la observacion de
que las mutaciones en el gen del AR, conlleva al desarrollo de anormalidades en procesos fisiol6gicos
dependientes tanto de T como de DHT (Quigley et al., 1995). Existe evidencia adicional, que apoya
el rol distinto de T y DHT en la accion de los andrégenos. Esta proviene del analisis de pacientes
con un defecto genético en la 5a-reductasa tipo 2 (Wilson et al., 1993; Canto et al., 1997; Vilchis et
al., 1997a, b; 2000) y de animales en los cuales la actividad de la enzima ha sido inhibida in utero
(Imperato et al., 1986). En ambas especies, la falla en la conversion de T a DHT resulta en un tipo
de pseudohermafroditismo masculino, en el cual los genitales externos masculinos y la préstata no
se desarrollan. En el adulto, los farmacos que inhiben la actividad de la enzima como el finasteride
y otros inhibidores inducen la reducciéon en tamafio de la prostata. Esta involucidon ocurre en
presencia de niveles normales de T, indicando asi el papel directo de la DHT en 6rganos blanco
(Luo et al., 2003).

El mecanismo por el cual dos diferentes hormonas (T y DHT) se unen al mismo receptor,
pero ejercen efectos fisioldgicos diferentes, solo se conoce parcialmente. Asi, se sabe que la T se
une con menor afinidad que la DHT al AR, al parecer debido a su velocidad de disociacion mas

lenta. Por otro lado, el complejo AR-DHT es transformado mas facilmente a un estado activo que le
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permite unirse al DNA. El resultado final, es que la formacion neta de DHT, amplifica una sefal
que es mas débil. En consecuencia, la formacion de DHT puede desempefiar dos funciones en la
accion de los androgenos; esto es, una amplificacion general y una funcion especifica en la

regulacion de algunos genes (Fang et al., 1969).

Debido a la importancia de DHT en mantener la estructura de la prostata se ha descrito que
los niveles intraprostaticos de esta hormona son regulados mediante las 30/3B-HSDs. Estas enzimas
reducen la DHT para generar 3a-diol, el cual presenta poca afinidad por el AR, o 3p-diol el cual es
un potente ligando para el receptor de estrogenos B (Weihua et al., 2002; Guerini et al., 2005).
Estudios realizados en la rata, perro, marsupial y humano han demostrado que el 3a-diol puede ser
oxidado a DHT (Shaw et al., 2000; Leihy et al., 2001; Penning et al., 2007; 2008). Se ha reportado
que un 50% de una dosis de 3a-androstandiol en humanos puede ser convertida a DHT en la
prostata, indicando que la conversion es significativa en la accion bioldgica de los androgenos (Fig.
5). La via alterna para sintetizar DHT usando 3a-androstandiol como un precursor ha sido propuesta

recientemente (Auchus, 2004; Penning et al., 2008).
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Fig. 5. Biosintesis de andrdgenos en el adulto. La caja en verde muestra la esteroidogénesis en las células de
Leydig del testiculo y la caja en rojo muestra la esteroidogénesis en la glandula suprarrenal. Las flechas en morado
indican la via alterna para la formacion de DHT a través del 3a-diol. 1. CYP11Al, 2. CYP17, 3. 3BHSD, 4. 17HSD3, 5.
5a-reductasa 2, 6. 5o-reductasa 1, 7. AKR1C1/2, 8. AKR1C3, 9. AKR1C4, 10. AKR1C2, 11. RL-HSD.
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La inactivacién de T involucra una serie de reacciones como hidroxilacion, reduccion y
conjugacion. Al respecto, la 17B-HSD juega un papel importante en la inactivacion de T,
convirtiendo T en androstendiona y después ser reducida en tres esteroides: androsterona,
epiandrosterona y etiocolanolona. Estos esteroides son 17-cetoesteroides urinarios secretados

después de su conjugacion con el acido glucuronico en el hidroxilo 3.
50-REDUCTASAS

Las 5a-reductasas son isoenzimas membranales dependientes de NADPH, que catalizan la
reduccion de la doble ligadura A*-A> de T, androstendiona, progesterona y otros esteroides A”, 3-
ceto a sus correspondientes metabolitos reducidos 5a-dihidro-3-ceto. La reduccion en 5o juega un
papel determinante para la accion de los andrégenos a través de la conversion de T a DHT, un

esteroide con mayor potencia bioldgica (Fig. 5y 6).

La reaccion de DHT es irreversible y es mediada por dos isoenzimas codificadas cada una
por diferente gen. Las 5a-reductasas comparten genes estructuralmente similares (Andersson et al.,
1991, Thigpen et al., 1993). La actividad y expresion de las 5a-reductasas ha sido caracterizada en
diferentes tejidos reproductivos y periféricos de diversos vertebrados (Normington & Russell, 1992;
Thigpen et al., 1993; Hoppe et al., 2006; Urbatzka et al., 2007).

La 5a-reductasa tipo 1 desempefia un papel importante en el metabolismo de androgenos en
tejidos periféricos como la glandula sebécea, sistema nervioso central y el higado en donde se
propone que los niveles elevados de expresion y actividad podrian estar relacionados a la
degradacion de T; mientras que la 5a-reductasa tipo es desempefia un papel importante en la
virilizacion de los genitales externos y seno urogenital durante la embriogénesis masculina. Los
mecanismos moleculares responsables que regulan la expresion génica de estas isoenzimas con
respecto al tejido, edad y tipo celular no han sido reportados completamente (Vilchis & Chavez,
2002a).
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Fig. 6. Biosintesis de metabolitos reducidos 5a-dihidro, 3-ceto a partir de compuestos A*, 3-ceto. La 5a-
reductasa cataliza esta conversion en tejidos reproductivos (prostata, epididimo) y periféricos (higado, sistema nervioso
central).

Hace ya més de tres décadas, varios reportes sobre el metabolismo de esteroides, sugirieron
la existencia de varias 5a-reductasas en tejidos reproductivos y periféricos de mamifero (McGuire
& Tomkins, 1960; McGuire et al., 1960; Anderson & Liao, 1968; Jaffe, 1969; Martini, 1982;
Thigpen et al., 1993). En la actualidad, Unicamente se han identificado dos isoenzimas con
propiedades bioquimicas y farmacologicas diferentes, y cuya estructura primaria fue determinada a
partir de sus respectivos cDNA (Russell & Wilson, 1994). Las caracteristicas funcionales de las
isoenzimas tipo 1 (SRD5A1) y tipo 2 (SRD5A2) han sido estudiadas en humano, rata y mono ya
que en otras especies su secuencia es conocida solo parcialmente (Russell & Wilson, 1994, Levy et
al., 1995). Sin embargo, recientemente se ha reportado la identificacion de un nuevo gen localizado en
el cromosoma 4q12 el cual codifica para una 5o-reductasa, esta enzima biotransforma in vitro DHT a
partir de T y ha sido denominada como 5a-reductasa tipo 3 (SRD5A3). Esta isoenzima fue detectada
en células de cancer prostatico hormono-refractario (HRPC), en diferentes lineas celulares de cancer
de prostata y tejidos periféricos (Uemura et al., 2008). Los resultados obtenidos demuestran que la 5a-
reductasa 3 esta asociada con la produccion de DHT y mantenimiento de la activacion a través del

complejo AR-andrégenos en células HRPC.
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50-REDUCTASA TIPO 1

La 5a-reductasa 1 humana (EC 1.3.99.5) es una proteina hidrofébica de 259
aminoacidos y peso molecular de 29,462 Da. Su expresion ha sido detectada en células de piel y
del cuero cabelludo, ademas se ha reportado su localizacion en el tracto urogenital, respiratorio,
gastrointestinal, sistema nervioso central, sistema endocrino y placenta (Tabla 1). En el feto esta
isoenzima no ha sido detectada, mientras que en el recién nacido es expresada transitoriamente en la
piel y en cuero cabelludo; en la pubertad es permanentemente expresada en la piel (Thigpen et al.,
1993). En el higado como en la mayoria de los tejidos, la 5a-reductasa tipo 1 tiene una distribucion
celular predominantemente nuclear y se encuentra asociada con la matriz nuclear (Aumuller et al.,
1996).

El gen que codifica la isoenzima tipo 1 de humano (SRD5AL1) se localiza en el cromosoma 5
(banda p15) y estructuralmente esté constituido de 5 exones y 4 intrones que abarcan cerca de 35
kb en el DNA. Ademas un pseudogen (SRD5AP1) que no contiene intrones, ha sido identificado
sobre el brazo largo del cromosoma X (Andersson & Russell, 1990). Recientemente, la region 5
del gen 5a-reductasa tipo 1 de la rata fue clonado y de esta manera se pudo definir su promotor.
Esta region presenta todas las caracteristicas de una isla CpG y presenta numerosos sitios de union a
Spl. Ademas mediante ensayos de transfeccion transitoria se demostré que en esta region el
promotor presenta una actividad bidireccional. No obstante estos resultados, la importancia
fisiologica de este promotor bidireccional aun no estd determinada (Blanchard et al., 2007). La 5a-
reductasa 1 de la rata, exhibe cierta similitud con la isoenzima tipo 1 humana, su estructura esta
constituida por 5 exones y 4 intrones, que codifican para una proteina de 255 aminoacidos y 26,000
Da de peso molecular (Andersson et al., 1991) y su localizacion ha sido detectada
predominantemente en la membrana nuclear (Moore & Wilson, 1972). Las 5a-reductasas tipo 1 de

humano y de rata comparten 60% de identidad en su secuencia de amino&cidos.

Ensayos experimentales en los que el cDNA de la isoenzima tipo 1 a partir de diferentes
especies (rata, humano y mono) es transfectado en lineas celulares, muestran una proteina funcional
con propiedades cinéticas conservadas, con una Ky, aparente para T de 1-5 uM y una Vpax de entre
0.7 y 3.6 nmol. La 5a-reductasa 1 es la isoforma predominante en higado y piel y a diferencia de la
tipo 2, ésta exhibe un pH 6ptimo basico muy amplio (Vilchis & Chéavez, 2002a). Se piensa que en
tejidos blanco la isoenzima 1 es regulada por DHT, su principal producto de conversion, no
obstante su tipo de regulacion no ha sido esclarecido del todo, debido en parte a las variaciones

encontradas en tejidos periféricos (Andersson et al., 1991; Normington & Russell, 1992; Viger &
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Robaire, 1996). Si bien, se ha sugerido que esta isoenzima podria servir para catabolizar esteroides
en tejidos periféricos y que también podria estar involucrada en la produccion de sebo y algunas
alteraciones fisioldgicas, a la fecha se conoce poco del papel funcional de la 5a-reductasa 1 en la
fisiologia animal. De hecho, estudios de genética molecular encaminados a determinar su papel
funcional han dado resultados limitados. Los datos obtenidos muestran, por ejemplo, que ratones
hembra con una disrupcion en el gen Srd5al solo presentan distocia mientras que los machos
con el alelo nulo son completamente normales (Mahendroo et al., 1996; 1999). Aun mas, estudios
recientes indican que los animales con el alelo nulo para ambas 5a-reductasas presentan un fenotipo
casi normal o muy parecido a su contraparte Srd5al [-] (Mahendroo et al., 2001). Estos hallazgos
han llevado a considerar al raton como modelo poco confiable para el estudio de las 5o-

reductasas.

50-REDUCTASA TIPO 2

La 5a-reductasa tipo 2 (EC 1.3.1.22) exhibe una afinidad mas alta por los substratos A*, 3-
ceto que la isoenzima 1, ademas de presentar un pH optimo acidico muy estrecho (4.5-5.5). La
isoenzima 2 se expresa preferencialmente en tejidos reproductivos como la prostata, epididimo,
vesicula seminal, asi como en el foliculo piloso (Tabla 1). La reductasa tipo 2 se encuentra asociada
con el citoplasma perinuclear (Normington & Russell, 1992; Silver et al., 1994b; Vilchis & Chavez,
2002a). Estudios de expresion génica mediante PCR en tiempo real han detectado niveles altos
inusuales de expresion del mMRNA de la 5a-reductasa tipo 2 en la glandula suprarrenal del raton; lo
que sugiere que la Sa-reductasa tipo 2 esta involucrada en la reduccion del exceso de esteroides A*,
3-ceto en este tejido (como progesterona, glucocorticoides y mineralocorticoides) en sus
correspondientes esteroides 5a-reducidos. La isoenzima tipo 2 exhibe también un tipo de regulacion
tejido-especifico que depende al parecer de los niveles circulantes de androgenos (George et al.,
1991).

El gen de la 5a-reductasa humana tipo 2 (SRD5A2), esta localizado en el cromosoma 2
(banda p23) y esté constituido por 5 exones separados por 4 intrones que abarcan cerca de 40 kb del
DNA. Los mecanismos moleculares responsables de la expresion génica de la 5a-reductasa tipo 2
son desconocidos. Sin embargo, recientemente estudios de clonacion han demostrado que la region
promotora del gen tipo 2 de la rata presenta sitios de union para Sply Sp3, por lo que estos factores
de transcripcion pueden formar la base para estudios futuros de regulacion transcripcional de este
gen (Seenundun & Robaire, 2005).
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El SRD5A2 codifica para una proteina de 254 aminoacidos (28,398 Da) con un contenido
considerablemente alto de residuos hidrofébicos (Russell et al., 1994; Wilson et al., 1993). Se sabe
que la deficiencia heredada de la 5o-reductasa 2, resulta en una forma especifica de
pseudohermafroditismo masculino, en donde los individuos 46,XY afectados, presentan micropene,
testiculos criptorquidicos e hipospadias con pseudovagina. En esta alteracion autosomica recesiva,
la conversion de T a DHT esté disminuida debido a mutaciones en el gen SRD5A2. El mecanismo
por el cual estas lesiones génicas dafian la actividad enzimatica parece estar relacionado a una
disminucion en la afinidad de la enzima, ya sea por el cofactor NADPH o por el sustrato (Russell &
Wilson, 1994; Vilchis et al., 1997a, b; Chéavez et al., 2000). El anélisis de las propiedades
cinéticas de las 5a-reductasas, indica que la isoenzima tipo 2 tiene una K, aparente para
T, progesterona y androstendiona, de 12 a 44 veces méas baja que la tipo 1. Asi los
patrones de distribucion tisular y las diferentes afinidades de las isoenzimas sugieren que la
isoenzima 2 desempefia un rol anabélico en el metabolismo de los andrégenos y otros esteroides A*,
3-ceto (Russell et al., 1994).

El porcentaje de identidad para las 5a-reductasas tipo 1 es de aproximadamente del 70% vy
para las 5a-reductasas tipo 2 es del 80%. Cuando las dos 5a-reductasas son comparadas, se observa
un 47% de identidad entre ellas (Russell & Wilson, 1994). Ademas de esto, se ha observado que el
gen DET2 de Arabidopsis comparte aproximadamente un 40% de identidad con la 5a-reductasa de
mamiferos y se ha reportado que este gen es un homologo funcional de la 5a-reductasa de mamifero

capaz de actuar sobre la progesteronay la T (Li et al., 1997).

HUMANO
Enzima Localizacion Gen Talla (aa) Peso Mol (kDa) Expresion pH
5a-reductasa 1 5p15 SRD5A1 259 29.46 Higado, piel Basico
5a-reductasa 2 2p23 SRD5A2 254 28.39 Epididimo, prostata  Acidico
RATA
Enzima Localizacion Gen Talla (aa) Peso Mol (kDa) Expresion pH
5a-reductasa 1 1p11-g12 Srd5al 255 29.0 Higado Basico
5a-reductasa 2 6013 Srd5a2 254 28.39 Epididimo Acidico

Tabla 1. Comparacion de algunas de las caracteristicas de las 5a-reductasas del humano y de la rata.
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La regulacion de las 5a-reductasas, ha sido examinada en diversos sistemas bioldgicos
(Silver et al., 1994a; Berman et al., 1995). Con base en reportes previos, en la actualidad se
acepta que la expresion de las 5a-reductasas es regulada por andrdgenos en forma diferencial en un
numero de tejidos y especies. Sin embargo, la interpretacion de los datos reportados en estudios
pioneros, se complicd debido a la existencia de dos isoenzimas que catalizan la misma reaccion; asi,
en la mayoria de los casos se asumid que solamente una actividad enzimética estaba siendo
determinada. Los estudios posteriores se han enfocado basicamente a establecer en qué tejidos y
tipos celulares se expresa una u otra isoenzima y el impacto de la manipulacion hormonal sobre la

expresion.

En los ultimos afios, ha existido un interés en comprender los mecanismos de regulacion
controlados por andrégenos. Al respecto, se han realizado una serie de estudios bioquimicos y de
andalisis mutacional de dos genes directamente relacionados, como lo son el AR y el SRD5A2
(Vilchis et al., 19973, b, 2003; Chavez et al., 2000; Canto et al., 1997). EI AR presumiblemente esta
regulando la actividad del SRD5A2, sin embargo, se han encontrado ciertas inconsistencias en lo
referente a sus respectivas regulaciones, y que no se han podido llegar a comprender del todo. Por
ejemplo, se ha observado que en fibroblastos mutantes de pacientes con resistencia completa a los
androgenos, en los que el AR no es funcional, la actividad de la 5a-reductasa es completamente
normal. Si se ha observado que la T y/o la DHT regulan a través del AR tanto la actividad del AR
como de la 5a-reductasa se esperaria una desregulacion funcional en los fibroblastos mutantes, lo
cual no ocurre. En contra parte, observaciones hechas en fibroblastos mutantes con lesiones génicas
inactivantes del SRD5A2, muestran que la actividad de union del AR en estas células es
practicamente idéntica a la de células normales. Mas recientemente el hallazgo de que fibroblastos
derivados de piel de area genital de pacientes con deficiencia de 5a-reductasa 2, desarrollan una
actividad enzimética normal no atribuible a la isoenzima 1, y que los niveles del mRNA de las
isoenzimas 1y 2 son igualmente detectados, ha llevado a reconsiderar la idea de una regulacion
tejido-especifica para estos genes, y que el estatus hormonal y otros factores tejido-especificos
intervienen en el control de su actividad. Debido a las limitaciones, anteriormente descritas, que
ofrece el modelo del fibroblasto humano normal y mutante para realizar estudios mas amplios sobre
regulacion de 5a-reductasa, en este proyecto se plantea la posibilidad de abordar este problema
implementando una estrategia alterna al utilizar como modelo experimental a la HG del hamster
Sirio, la cual ha mostrado ser altamente sensible a la manipulacién androgénica. En estudios
bioquimicos previos, hemos observado que esta gldndula exhibe un marcado dimorfismo sexual en
términos de actividad esteroidogénica y respuesta a androgenos (Vilchis et al., 1992, 1994, 1996). A

diferencia de lo reportado en otras especies, se ha encontrado que la glandula del hAmster expresa al
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parecer una sola actividad de 5a-reductasa. Adicionalmente, esta actividad enziméatica muestra un
tipo de regulacion a la baja (down regulation), que es distinta a la autorregulacion (feed-forward
regulation) descrita en otras especies. En este caso la castracion del macho resulta en un incremento
gradual en la actividad enzimatica, mientras que la administracion de T, DHT, 3a y 3p-
androstandioles en machos castrados, induce una disminucién significativa en la actividad de la
isoenzima. Lo mas notable de la isoenzima del hamster, es que su actividad catalitica se desarrolla
aun en ausencia de NADPH exdgeno y a un pH éacido estrecho (Vilchis et al., 1994). Estas
caracteristicas, no encontradas en otras especies, hacen de la HG del hdmster un modelo Unico y
atractivo para estudiar los elementos que intervienen en la reduccién irreversible de T. Hasta ahora,
no existen estudios que evalten los elementos que intervienen en la regulacion de las 5a-reductasas.
En la literatura existen reportes sobre modelos experimentales que no dejan clara la perspectiva en
cuanto a la participacion local e interaccion de los distintos factores que modulan la expresion

génica del sistema de la 50 reduccion.

GLANDULA HARDERIANA

La glandula de Harder o harderiana (HG) es una estructura tubulo-alveolar localizada en la
cavidad ocular de algunos anfibios, reptiles, aves y mamiferos, especialmente aquellos que poseen
membrana nictitante (Fig. 7); en algunas ocasiones la HG es mas grande que el globo ocular. No
obstante su amplia distribucién en tetrapodos esta glandula exocrina esta ausente en quiropteros,
perisodactilos, carnivoros terrestres y primates; en el mono es una estructura rudimentaria y en el
humano es una estructura vestigial en etapas tempranas del desarrollo embrionario. Estudios de
microscopia en la HG de la musarafia y de cetaceos, han demostrado que este tejido esta bien
desarrollado y presenta similitudes con otras glandulas de mamiferos (Pradidarcheep et al., 2003;
Ortiz et al., 2007).

Las funciones de esta glandula son muy diversas y aunque en general se ha sugerido que
esta estructura lubrica y humedece la cdrnea y la nasofaringe; en reptiles se ha descrito que este
tejido es un sitio de osmoregulacion; en aves se ha reportado que esta glandula actia como un sitio
de respuesta inmune; mientras que en muchos mamiferos funciona como una fuente productora de
feromonas (Payne, 1994); fotoproteccion y fotorecepcion mediante la produccidon exocrina de
porfirinas (Wetterberg et al., 1970). Ademas de todo esto, diversos reportes han propuesto a esta
glandula como una parte integral de un eje conformado por la retina-pineal-HG-gonada (Wetterberg
et al., 1970; Reiter & Klein, 1971). Recientes estudios han sugerido la posibilidad de que este tejido

puede sintetizar hormonas esteroides a partir del colesterol como ocurre en tejidos periféricos
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(Vilchis et al., 2002b). No obstante esto, se conoce muy poco acerca de los factores que regulan su
funcion, aunque al respecto se ha reportado que la biosintesis de porfirinas, lipidos e indolaminas

esta regulada por factores endocrinos.

PARIETAL

Fig. 7. Localizacion esquematica de la HG en el area ocular del hamster.

En algunos roedores y especificamente en el hamster, la HG ha sido utilizada como modelo
para estudiar los efectos de las hormonas gonadales sobre la estructura y la actividad en la HG. En
esta especie la HG exhibe un marcado dimorfismo sexual a nivel morfoldgico y molecular
caracterizado por presentar 2 tipos celulares epiteliales en el macho denominados tipo 1y tipo Il (el
tipo celular epitelial | se caracteriza por presentar pequefias vacuolas secretoras de lipidos y el tipo
celular Il presenta grandes vacuolas secretoras de lipidos) y un solo tipo celular en la hembra
denominado tipo I. La HG del macho presenta un complejo politubular derivado del reticulo
endoplasmatico liso mientras que en la hembra este complejo politubular esta ausente; los cuerpos
lamelares derivados del reticulo endoplasmatico rugoso estan presentes en la HG de la hembra y
ausentes en la del macho; la HG de la hembra presenta 40 veces mas mastocitos que la HG del
macho; (Payne et al., 1982; 1992); asi mismo, la concentracion de sodio, manganeso y calcio es
menor en el macho que en la glandula de la hembra, mientras que el hierro y molibdeno se
encuentra mas elevado en el macho (Hoffman & Jones, 1981); existe una hemoproteina de 156 kDa
en el macho y que esta ausente en la hembra (Vilchis et al., 1996); los niveles de porfirinas y la
actividad de las enzimas porfirinogénicas son mas elevadas en la glandula de la hembra que en la
del macho (Hoffman, 1971; Thompson et al., 1984; Rodriguez et al., 1993). En general, existe una
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tendencia en la HG de algunos roedores caracterizada por la presencia de altas concentraciones de
porfirinas en las hembras y bajas concentraciones de porfirinas en los machos (Shirama et al., 1981,
Johnston et al., 1983; 1985; Thompson et al., 1984), la actividad enzimatica para la formacion de
melatonina es mas elevada en la hembra que en el macho (Menéndez-Pelaez & Buzzell, 1992) y por
Gltimo la actividad enzimatica de la 5a-reductasa es mas elevada en la hembra que en el macho
(Vilchis et al., 1994). Se ha observado que en la HG del hAmster macho castrado la actividad de 5a-
reductasa incrementa gradualmente y transcurrido el tiempo alcanza valores similares a la actividad
de la hembra intacta; mientras que la administracion de androgenos (T y DHT) a hembras
ovariectomizadas durante varios dias consecutivos reduce la actividad enzimatica de 5a-reductasa
harderiana (Vilchis et al., 1994).

En general, se ha determinado que estas marcadas diferencias sexuales son reguladas de
manera androgénica. Al respecto se ha observado que la gonadectomia en machos suprime este
dimorfismo sexual y la HG masculina se feminiza, mientras que la administracion de andrégenos
(como T, DHT y A“-androstendiona) puede prevenir esta feminizacién glandular (Payne & cols.,
1975). Por otro lado, se ha reportado que en la hembra, la ovariectomia no genera masculinizacion
de la HG (Hoffman, 1971; Spike & cols., 1985) y sus efectos son menos dramaticos sobre la
actividad y estructura de la HG (Spike & cols., 1986), no obstante esto, cuando se les administra T a
las hembras, la HG adquiere caracteristicas de la glandula masculina (Sun & Nadakavukaren, 1980;
Spike & cols., 1985). El efecto de los androgenos y la localizacion del AR en la HG del hdmster
(Vilchis et al., 1992) directamente sugieren una influencia androgénica sobre este tejido. De
acuerdo a estos antecedentes, el objetivo inicial de este estudio es el de aislar el cDNA de la o las
5a-reductasas del hamster, esto con la finalidad de determinar su secuencia nucleotidica, verificar si
estas secuencias codifican para una proteina con actividad de 5a-reduccion, disefiar sondas

especificas y posteriormente analizar la expresion génica de estas enzimas en la HG del hdmster.
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HIPOTESIS

La 5a-esteroide reductasa tipo 1y tipo 2 es diferencialmente expresada en la HG del hamster macho

y hembra.
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OBJETIVO GENERAL

Aislar el cDNA de la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2 del hdmster y determinar la isoforma dominante
enlaHG
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OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la secuencia nucleotidica y deducida de aminoécidos de una o ambas 5a-reductasas.

Determinar la actividad enzimatica mediante estudios de transfeccion transitoria en lineas celulares
eucariontes transfectadas con el o los cDNAs insertados en vectores de expresion, midiendo la

conversion de T a DHT vy establecer las propiedades cinéticas en cada caso.

Generar sondas para determinar si la expresion de la o las 5a-reductasas presenta un patron sexual
dimorfico en los diferentes tejidos bajo distintas condiciones endocrinas (p. Ej. Gonadectomizados,

ciclo estral).

Complementario al punto anterior, analizar mediante ensayos de northern blot y RT-PCR en tiempo
real (RT-qPCR), si el tipo de regulacién (a la alta o a la baja) de los mMRNA para la o las 5a-

reductasas se encuentra bajo control hormonal.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES Y TEJIDOS

Se utilizaron hamsters dorados (Mesocricetus auratus), hembras y machos adultos intactos
(5 animales por condicion fisiologica), los cuales fueron mantenidos en condiciones de luz: 12 h,
oscuridad: 12 h, con agua y alimento ad libitum. Cuando fue necesario, se castraron bajo anestesia
con éter. Se utilizaron hamsters macho de 7, 42 y 60 dias de castracién, machos castrados de 7 dias
y tratados durante 7 dias con T (1 mg/50 pl), hembras ovariectomizadas de 7 dias. Ademas se
utilizaron hembras ovariectomizadas de 7 dias y tratadas durante 7 dias con T (1 mg/50 ul), 17p-
estradiol (10 pg/ul), progesterona (1 mg/50 pl) y estradiol (10 pg/ul) mas progesterona (1 mg/50
ul). En 20 hembras, se establecié la fase del ciclo estral (proestro, estro, metaestro y diestro)
mediante frotis vaginal. Los animales se sacrificaron por decapitacion e inmediatamente se
obtuvieron los diferentes tejidos, los cuales se limpiaron en papel filtro y se congelaron sobre hielo

seco. Estos se usaron inmediatamente o se guardaron a —70°C hasta su utilizacion.

EXTRACCION DE RNA TOTAL

Los tejidos se pesaron y se les agreg6 1 ml de TRizol reagent (Invitrogen, Life technologies,
Grand Island, NY) por cada 50 mg de tejido. Los tejidos fueron homogenizados en un politrén
(Brinkmann Instruments Co) y los homogenados se incubaron por 5 min a temperatura ambiente
(TA); al término de la incubacion se adicionaron 0.2 ml de cloroformo por cada ml de solucién
inicial. Las muestras se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 12000 xg durante 15 min a 4°C,
se obtuvo la fase acuosa y se le adicionaron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de solucion inicial.
Las mezclas se dejaron reposar durante 10 min a TA y se centrifugaron a 12000 xg durante 10 min
a 4°C, al terminar la centrifugacion, se deseché el sobrenadante y el precipitado se lavé con 1 ml de
etanol al 75% por cada ml de solucion inicial. Se centrifugd a 12000 xg durante 10 min a 4°C y al
terminar se desechd el sobrenadante y se permitié que se evaporara el etanol remanente. El RNA
precipitado se disolvio en H,O dd tratada con DEPC (0.1%) y se cuantificd

espectrofotométricamente.

PREPARACION DE cDNA

Se utilizo el estuche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis para preparar el cDNA
(Roche). Para efectuar la reaccion se prepar6é una mezcla de RNA (1-3 pg), 1 ul de Oligo (dT) 12-18
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(0.5 pg/ul) y se llevo a 13 pl con H,O dd tratada con DEPC. Las reacciones se incubaron a 65°C
durante 10 min, se colocaron en hielo y se agregaron 7.0 ul de la siguiente mezcla: 4 ul de solucion
Transcriptor RT 5X, 0.5 ul de Protector RNase Inhibitor (40 U/ul), 2 ul de Deoxynucleotide Mix
(10 mM) y 0.5 ul de Transcriptor Reverse Transcriptase. Las reacciones se incubaron a 55°C
durante 30 min, se inactivaron a 85°C durante 5 min y se colocaron en hielo. Se colecto la reaccion

por centrifugacion. Las reacciones se colocaron en hielo y se almacenaron a -20°C.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las reacciones se efectuaron mezclando solucion de reaccion de Perkin Elmer (MgCl, 1.5
mM, KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8.3 10 mM), mezcla de dNTPs 25 uM, oligonucleétido cebador 5’
1.5 uM especifico para la 5a-reductasa tipo | y 11, oligonucledtido cebador 3* 1.5 uM especifico
para la 5a-reductasa tipo | y I, dimetil sulfoxido (4% v/v), 2.5 U de Taq (DNA) polimerasa
(Ampli-Taqg) y 1.5 ul de cDNA, llevadas a un volumen total de 25 pl con H,O dd. Las muestras
fueron colocadas en un termociclador Perkin Elmer modelo 480 con las siguientes condiciones: 1
ciclo de 30 seg a 80°C, 90 seg a 94°C; 25 ciclos de 45 seg a 94°C, 45 seg a la temperatura
especifica del oligonucledtido, 45 seg a 72°C y 1 ciclo de 45 seg a 94°C, 45 seg a la temperatura
especifica del oligonucledtido y 3 min a 72°C. Alicuotas de 5 ul de los productos de PCR
mezclados con 3 pul de solucion de carga [azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilen cianol 0.25% (p/v),
Ficoll 400 15% (p/v) en H,O dd] se depositaron en geles de agarosa al 1% (1 g de agarosa disuelta
en 100 ml de TBE 1X [Tris 0.045 M, &cido borico 0.045 M, EDTA 0.001 M pH 8]) con 1 pl de
bromuro de etidio y se corrieron a 100 volts usando como solucién de corrida TBE 1X. Los geles se

observaron en un transiluminador y se tomaron fotos.

Oligonucleotidos utilizados para aislar el cDNA de la 5a-reductasa tipo 1

5-CAC/T ATC/T CTA/G AGG AAT CTG/C AICGA AAC-3
5-ACT TG/TG GA/GT AAICT CTT CAAAC/TT TC-3
5"-CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA-3
5-AGT GTATTC ATA CAG CGG CCA AGC CAT-3
5"-CAG CAT CAC CAG TGG TAC CAT GAG-3
5-GCT GTA ACG ATA CGC TAC GTA ACG-%
5-GCA CGC TGC TCG ACC TCA ACT-3
5-CCCATT TGT GCT TTAACT GCT TT-3
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Oligonucleotidos utilizados para aislar el cDNA de la 5a-reductasa tipo 2

5-GTG CTG GCA GGC/T AGC GCC ACA/T TTG G-3
5-GCT GGG AG/CG GAC CAA/C GTA/G GCC AAIGG-3
5-CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA-¥
5-GTGTTT CCC ATA GCT GGT GGG TTT-3"
5-GGT GGC TTG TTT AAG TAT GTC TCC G-3°
5-GCT GTA ACG ATA CGC TAC GTA ACG-3
5-GAG CAA GCT TCT ACG GGA AAA C-3
5-GCT ACT CCT TAT AGA AGC TTC TCC-3

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Cuando fue necesario se purificaron los productos de PCR, se prepararon 3 reacciones de 25
ul cada una, las cuales se reunieron y aplicaron en un gel preparativo de agarosa al 1%. Se corrid la
electroforesis, se visualizaron las bandas en un transiluminador y se cortaron con un bisturi. Las
bandas se electroeluyeron en TBE 1X usando bolsas de dialisis (Spectra). El eluido se depositd
directamente en columnas Centricon® 30 (Amicom Bioseparations, Millipore) y se llevé a un
volumen de 2 ml con H,O dd. Las columnas se centrifugaron a 6600 xg durante 30 min a 4°C, al
terminar se agregaron otros 2 ml de H,O dd y se centrifugd en las mismas condiciones. La columna
se invirtié sobre un tubo conico y se centrifugd a 2000 xg durante 5 min a 4°C. El producto
obtenido se cuantifico espectrofotométricamente y se analizd por electroforesis en gel de agarosa al

1% con bromuro de etidio.

AMPLIFICACION DE LOS EXTREMOS 5 Y 3 MEDIANTE RACE (RAPID
AMPLIFICATION OF cDNA ENDS)

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando el estuche GeneRacer de Invitrogen [For full-
length, RNA ligase-mediated rapid amplification of 5’ and 3° cDNA ends (RLM-RACE), Carlsbad
CA]. EI RNA usado se verifico que no estuviera degradado en un gel de agarosa y se efectuaron los

siguientes pasos:
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1) Desfosforilacion del RNA

Se prepar6 la siguiente reacciéon en un tubo de 0.5 ml: 4 ug de RNA total, 1 pul de solucién
CIP 10X, 1 ul de RNase OUT™ (40 U/ul) y 1 ul de CIP (10 U/ul). Se llevé a un volumen final de
10 pl con H,O tratada con DEPC y se mezcl6 suavemente por pipeteo, se incub6 a 50°C durante 1 h.

Al término de la incubacidn las reacciones se centrifugaron y se colocaron sobre hielo.

2) Precipitacion del RNA

Se adicionaron 90 ul de H,O tratada con DEPC, 100 pl de fenol:cloroformo
(fenol:cloroformo:alcohol isoamilico [25:24:1] y 0.1% de 8-hidroxiquinoleina), se agitd
vigorosamente durante 30 seg y se centrifugd a maxima velocidad (micro centrifuga) por 5 min a
TA. La fase acuosa (sobrenadante) fue transferida a otro tubo y se le adicionaron 2 ul de mussel
glycogen (10 mg/ml en H,O tratada con DEPC), 10 ul de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y se mezclo.
Se adicionaron 220 pl de etanol al 95% y se agit0. Las muestras fueron colocadas sobre hielo por 10
min. Las reacciones se centrifugaron (microcentrifuga) a maxima velocidad durante 20 min a 4°C,
se elimind el sobrenadante, se adicionaron 500 pl de etanol al 75% y se mezcl6 por inversion. Se
centrifugo (microcentrifuga) a maxima velocidad durante 2 min a 4°C, se elimino el sobrenadante
por pipeteo y se retuvo el precipitado. Se centrifugd en condiciones similares a las anteriores, se
eliminé el sobrenadante por pipeteo y se retuvo el precipitado. El exceso de etanol del precipitado
fue eliminado usando aire seco o vacio por 2 min a TA, el precipitado fue resuspendido en 7 ul de
H.O tratada con DEPC.

3) Eliminacion del Cap del mRNA

Se prepard la siguiente reaccion: 6 6 7 ul de RNA desfosforilado, 1 ul de Solucién TAP 10X,
1 ul de RNaseOUT™ (40 U/ul) y 1 6 2 ul de TAP (0.5 U/ul) para un volumen final de 10 ul. La
reaccion se mezclo brevemente y se incub6 a 37°C durante 1 h. Al término de la incubacion la

reaccion se coloco sobre hielo. EI RNA se precipité como anteriormente se describio.

4) Ligacion del RNA oligo al mRNA sin el Cap

Se adicionaron 7 pl de RNA desfosforilado y sin el Cap, al tubo que contiene el
prealicuotado liofilizado GeneRacer™ RNA oligo (0.25 ug). Se pipeteo varias veces para mezclar y
resuspender el oligonucledtido. La reaccidon se incub6 a 65°C durante 5 min para relajar la
estructura secundaria del RNA. Al término de la incubacion se colocd sobre hielo por 2 min. A la
reaccion anterior se le adiciond lo siguiente: 1 ul de solucion ligase 10X, 1 ul de ATP 10 mM, 1 ul
de RNaseOut™ (40 U/ul) y 1 ul de T4 RNA ligase (5 U/ul) para un volumen final de 10 pl. La
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reaccion se mezclé brevemente y se incubd a 37°C durante 1 h. Al término de la incubacion se

coloco sobre hielo. EI RNA se precipité como se describio anteriormente.

5) Transcripcion reversa del mMRNA

Se adicioné 1 ul del oligonucledtido especifico (Gene Racer Oligo dT Primer) al RNA
ligado (10 pl) y 1 pl de dNTPs 25 mM de cada uno, se incub6 a 65°C durante 5 min y se coloco
sobre hielo durante 2 min. Se adicionaron los siguientes reactivos al RNA ligado y al Gene Racer
Oligo dT Primer para iniciar la reaccion de transcripcion reversa: 4 ul de solucion RT 5X, 1 ul
AMV-RT (15 U/ul), 1 pul de RNase OUT™ (40 U/ul) y se llevo a un volumen final de 20 ul con
H,O dd. La reaccion se incub6 a 45°C por 1 h'y a 85°C por 15 min para inactivar la AMV-RT, se
centrifugo brevemente y se uso inmediatamente para la amplificacion por PCR. La amplificacion de

los extremos del cDNA se llevé a cabo por PCR de la siguiente manera:

Para la amplificacion del extremo 5’ del cDNA se adicionaron 5 ul de solucién de reaccion
(MgCl; 1.5 mM, KCI 50 mM, Tris HCI 10 mM pH 8.3), 1 ul de mezcla de dNTPs 25 mM, 3 ul
oligonucle6tido GeneRacer 5” 10 uM, 1 ul oligonucleédtido especifico del gen 5° 1.5 uM, 2 ul de
dimetil sulfoxido (4 % v/v), 2.5 U de Tag (DNA) polimerasa (Ampli-Taq) y 2 ul de templete de RT
llevadas a un volumen total de 50 ul con H,O dd. Para la amplificacién del extremo 3’ del cDNA se
utilizaron las mismas condiciones anteriores con la excepcion de que se utiliz6 el oligonucleétido
GeneRacer 3’ 10 uM. Las reacciones fueron colocadas en un termociclador Perkin-Elmer modelo
480 con las siguientes condiciones: un ciclo de 2 min a 94°C; 5 ciclos de 30 seg a 94°C y 1 min a
72°C; 5 ciclos de 30 seg a 94°C y 1 min a 70°C; 25 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 65°C y 1 min
a 72°C y por altimo un ciclo de 10 min a 72°C. Al finalizar la reaccion de PCR las muestras se

analizaron en un gel de agarosa con bromuro de etidio.

SECUENCIACION

Las reacciones se realizaron con el estuche de secuenciaciéon de USB Corporation (OH,
USA). Estas reacciones contenian desoxinucledtidos (dGTP, dATP, dTTP, dCTP) en una
concentracién de 0.75 pM cada uno; didesoxinucledtidos marcados radiactivamente [o->P]
(ddGTP, ddATP, ddTTP 6 ddCTP) 0.225 uCi de cada uno; cDNA purificado (100 ng);
oligonucleétido cebador (16 pmol); termosecuenasa DNA polimerasa (8 U); todo lo anterior en una
solucion Tris-HCI 26 mM pH 9.5 y MgCl; 6.5 mM. El volumen final fue de 20 pl el cual se alcanzd

con H,O dd. Las reacciones fueron sometidas a ciclos de 80°C durante 30 seg, 94°C/90 seg; 30
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ciclos de 94°C/45 seg, 58°C/45 seg; 72°C/45 seg y un ultimo ciclo con las mismas condiciones
anteriores pero con la ultima temperatura de 72°C durante 3 min. Al terminar las reacciones, se
adicionaron a cada tubo 4 ul de solucion para detener la reaccion (formamida al 95%, EDTA 20
mM, azul de bromofenol al 0.05% y cianol xileno FF al 0.005%). Las muestras se calentaron a
70°C por 5 min y posteriormente se llevaron a hielo por 5 min. Se prepararon geles de acrilamida-
urea al 6% (Acrilamida 5.7 g, Bisacrilamida 0.3 g, Urea 42 g, TTE 10X 10 ml en 100 ml de H,O dd,
1 ml de persulfato de amonio al 10% y 25 ul de TEMED), se dejaron polimerizar al menos 1 h. Los
geles acrilamida-urea se montaron en camaras de electroforesis, se us6 como solucion de corrida
TTE 1X (TTE 10X; Tris base 108 g, Taurina 36 g, Na,EDTA2H,0 2 g, llevadas a 1 L con H,O dd)
y se precalentaron a 1800 V hasta alcanzar 50°C. Se depositaron 3 ul de cada muestra. Se corrio la
electroforesis a 1800 V. Los geles se transfirieron a papel 3 MM, y se secaron durante 60 min a
75°C con vacio (Savant). Los geles adheridos al papel 3 MM se expusieron a placas de rayos X,
[Bio Max-MR, (Kodak)] en cartuchos con pantallas intensificadoras. Se dejaron a TA de 12 a 16 h

y se revelaron las placas. Se analizé la secuencia.
CLONACION DEL cDNA DE LAS 5a-REDUCTASAS

Para la clonacion de la 5a-reductasa tipo 1 y tipo 2 del hamster, se prepard inicialmente un
PCR utilizando dos oligonucleotidos especificos a partir de cada 5a-reductasa aislada (para la 5a-
reductasa tipo 1 5'-GCA CGC TGC TCG ACC TCA ACT-3" y 5-AAA GCA GTT AAA GCA
CAA ATG GG-3) (para la 5a-reductasa tipo 2 5-AGC TGT GAA CAC CGG CGA GAT-3'5"-
TTA CAG TTG ATA GTC TCG GCA GCT GGG-3"). Las reacciones de clonacion se llevaron a
cabo utilizando el estuche TOPO Cloning pc DNA 3.1/CT-GFP-TOPO® (Invitrogen, Life

Technologies).

La transformacion celular TOPO cloning se llevo de la siguiente manera: se mezclaron 4 pl
del cDNA de cada 5a-reductasa, 1 pl de solucion salina (NaCl 1.2 M; MgCl, 0.06 M), 1 ul del
vector TOPO (10 ng/ul de plasmido en: glicerol al 50%, Tris-HCI 50 mM pH 7.4, EDTA 1 mM,
DTT 2 mM, Tritdn X-100 0.1%, BSA 100 ug/ml y rojo de fenol). La mezcla se incubd 5 min a TA
y se coloco sobre hielo. Se adicionaron 2 ul de la reaccion TOPO cloning a una estirpe de células
competentes [One shot chemically competent E. coli], se mezclé suavemente y se mantuvo 20 min
sobre hielo. Las células se calentaron a 42°C durante 30 seg sin agitacion e inmediatamente se
transfirieron a hielo. Se adicionaron 250 ul de medio SOC (Triptona al 2%, Extracto de levaduras al
0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM y glucosa 20 mM) a TA. Los
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tubos se agitaron a 200 rpm (Brinkmann incubator 1000 orbimix 1010, Germany) durante 1 h a
37°C. Se sembraron de 25-250 ul de células transformadas en cajas petri con medio Luria-Bertani-
Agar (5 g de Bacto-yeast extract, 10 g de peptona, 10 g de NaCl, 15 g de bacto agar, llevarapH 7y
llevar a 1 L con H,O dd) y se incubaron toda la noche a 37°C. Como control se usaron placas con o
sin antibidtico (100 ug/ml de ampicilina) con o sin bacterias. Se eligieron 10 colonias para cultivar

en medio liquido y obtener el plasmido.

PURIFICACION DEL PLASMIDO

Se inocularon 5 ml de medio LB con una sola colonia bacterioldgica por tubo. Se incubaron
toda la noche a 37°C con agitacion. Al terminar la incubacién se tomaron 1.5 ml de medio y se
centrifugaron 20 seg a TA a velocidad maxima (micro centrifuga), se eliminé el sobrenadante, el
precipitado se resuspendié en 100 ul de solucion GTE (Glucosa 50 mM, Tris HCI 25 mM pH 8,
EDTA 10 mM, esterilizar por autoclave y almacenar a 4°C) y se dejo reposar 5 min a TA. Se
adicionaron 200 pl de solucion NaOH/SDS [NaOH 0.2 N, dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% p/v],
se mezcl6 con agitaciéon suave y se coloco sobre hielo durante 5 min. Se adicionaron 150 ul de
solucion de acetato de potasio 5 M pH 4.8, se agit6 durante 2 seg y se colocd en hielo durante 5 min.
Se centrifugo a velocidad méxima (micro centrifuga) durante 3 min, se transfirio el sobrenadante a
un tubo y se mezclé con 0.8 ml de etanol al 95%, se mantuvo en reposo 5-10 min a TA para
precipitar los acidos nucleicos, se centrifugé a velocidad maxima (micro centrifuga) por 1 mina TA,
se elimind el sobrenadante y el precipitado se lavo con 1 ml de etanol al 70%. El precipitado fue
resuspendido en TE (30-50 ul) y se analiz6 por electroforesis en un gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio. Los plasmidos se digirieron a 37°C durante 2 h [2.5 pl de solucién 1X (Tris HCI
10 mM pH 7.5, KCI 50 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, tritén X-100 al 0.002 %, BSA 200 ug/ml
y glicerol al 50%), 4 ul de DNA plasmidico, 15 U de Kpn I (10U/ul) para la 5a-reductasa tipo 1, 15
U de Sma | (10 U/ul) para la 5a-reductasa tipo 2 y se llevé a 20 ul con H,O dd]. Para verificar la
orientacion del inserto se prepar6é un PCR utilizando dos oligonucleotidos especificos, uno del
plasmido T7 y otro del fragmento clonado (REVR1 para la tipo 1 y R2MR para la 5a-reductasa tipo
2). Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% con

bromuro de etidio. Se seleccionaron las colonias que tuvieran el inserto orientado adecuadamente.

Una alicuota de 1 ml de cada clona comprobada, se inoculé en 500 ml de medio
LB/ampicilina y se incubd toda la noche en agitacion (200 rpm) a 37°C. El medio con el cultivo

bacteriano se centrifug6 a 2000 xg durante 10 min a TA, el precipitado se resuspendio en 3 ml de
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TES (Tris-base 10 mM pH 7.8, EDTA 1 mM, glucosa 50 mM), se adiciondé 1 ml de lisozima (8
mg/ml en TES pH 8) y se dejo en reposo a 4°C durante 10 min. Se agregaron 6 ml de solucién
(SDS 1%/NaOH 0.2 N) y se dej6 en reposo en hielo 10 min, posteriormente se agregaron 4.5 ml de
acetato de potasio 5 M pH 4.8 y se dejé en hielo 10 min méas. La mezcla se centrifugo a 19000 xg
durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se transfirid a tubos corex, se adicionaron 0.6 volimenes de
isopropanol y se mezcld por inversion. Se centrifugd a 12000 xg 20 min a 4°C, se descarto el
sobrenadante y se lavo el precipitado con etanol al 70%, se centrifugo a 12000 xg durante 10 min,
se tird el sobrenadante y el precipitado se dejo secar a TA durante 10 min. Se agregaron 4.5 ml de
TE vy se resuspendié el precipitado, se agregaron y disolvieron 4.5 g de CsCl y 0.45 ml de bromuro
de etidio (1 mg/ml). La solucion se centrifugd a 3000 xg durante 10 min a TA. El sobrenadante se
depositd en tubos de ultra centrifuga y se centrifugaron a 322000 xg durante 18 h a 20°C. Al
terminar la centrifugacion, se visualizaron dos bandas mediante luz UV, se colectaron punzando el
tubo con agujas del #18 y se depositaron en tubos corex. Se extrajo el bromuro de etidio de las
muestras con 4 voliumenes de N-butanol (saturado con TE) y se repitid la extraccion hasta quedar
una solucion incolora (4 o0 5 veces). Se adicionaron 3 volimenes de TE, se mezclo, se agregaron 2.5
volimenes de isopropanol y se dej6 en reposo a —20°C durante toda la noche. Se centrifug6 a 12000
Xg durante 20 min a 4°C, se lavé con etanol al 70% y se centrifugd a 12000 xg durante 30 min a
4°C. El precipitado se dejo secar durante 25 min y se resuspendio en 0.5 ml de TE. Las muestras
fueron cuantificadas espectrofotométricamente y analizadas en un gel de agarosa con bromuro de
etidio. Se realizo una restriccion con 1.5 ul de Kpn I, 1.5 ul de Sma I, 4 ul del plasmido, 2 ul de
solucion 1X (Tris HCI 10 mM pH 7.5, KCI 50 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, tritén X-100 al
0.002 %, BSA 200 pg/ml y glicerol al 50%), se llev6 a un volumen total de 20 ul con H,O dd. Se

incubd durante 1 h a 37°C y se analizaron en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio.

TRANSFECCION DEL c¢cDNA DE LA 5¢-REDUCTASA TIPO 1Y TIPO 2

Se sembraron 1,700,000 células HEK-293 24 h antes de la transfeccion en cajas petri de 10
cm, las cuales contenian 7 ml de DMEM (Invitrogen) mas suero fetal de ternera al 10% (SFT). Para
cada transfeccion se adicionaron 4 ml de DMEM mas SFT al 10%. En un tubo eppendorf de 1 ml se
adicionaron 2.5 pg de DNA plasmidico conteniendo 0.5 ml de DMEM. En otro tubo eppendorf se
adicionaron 20 ul de lipofectamina™ 2000 (Invitrogen) conteniendo 0.5 ml de DMEM vy se
incubaron durante 5 min a TA. Al termino de la incubacion, se mezclo el DNA plasmidico con la
lipofectamina (volumen total de 1 ml) y se incubaron durante 20 min a TA. La mezcla se adiciono a

las células, las cuales fueron incubadas a 37° durante 4 h en atmosfera de CO, al 5%. Al finalizar la
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incubacion el medio fue cambiado por DMEM mas SFT al 10% y se continuo incubando en las

mismas condiciones durante 18-48 h.

ACTIVIDAD DE 50-REDUCTASA EN CELULAS HEK-293

Las células HEK-293 se obtuvieron utilizando un policia 48 h después de finalizada la
transfeccion. Las células fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue
eliminado y el pellet celular fue resuspendido en 1.2 ml de SSI. Las células se sonicaron 3 veces

durante 5 seg a 4°C.

Para calcular la actividad catalitica 6ptima en funcion del pH para la 5a-reductasa tipo 1y
tipo 2, se hizo la siguiente mezcla: 90 pl del sonicado celular en un rango de pH de 4.5-9 usando
solucién Tris-Citrato 0.1 M, NADPH 0.5 mM, 0.5 uCi de [*H]T y T no radiactiva 1 uM.

Para determinar las constantes cinéticas Ky y Vimax, €l sonicado celular para la 5a-reductasa
tipo 1 fue incubado de la siguiente manera: 90 pul del sonicado celular a un pH de 7 usando solucion
Tris-Citrato 0.1 M, NADPH 0.5 mM, 0.5 pCi de [*H]T y T no radiactiva en un rango de 0.125-32
UM,

Para la 5a-reductasa tipo 2 el sonicado celular fue incubado de la siguiente manera: 90 ul del
sonicado celular a un pH de 5.5 usando solucion Tris-Citrato 0.1 M, NADPH 0.5 mM, 0.5 pCi de
[*H]T y T no radiactiva en un rango de 0.125-32 uM.

La mezcla se llevo a un volumen final de 0.2 ml y se incubo a 37°C con agitacion continua
durante 10 min. Finalizada la incubacién, a cada tubo se le adicion6 1 ml de acetato de etilo
saturado con SSI. La muestra fue agitada vigorosamente durante 1 min y se centrifugé a 2500 rpm
durante 5 min a T recuperando la fase organica en un solo tubo. La extraccion se llevo a cabo tres
veces, las muestras fueron evaporadas bajo corriente de nitrogeno. Posteriormente se adicionaron
500 pl de metanol. Para medir la recuperacién de los esteroides se tomo una alicuota de 10 pl y se
agregaron a la mezcla 5 ml de liquido de centelleo. La radiactividad fue cuantificada en un contador
de centelleo (Packard Tri-Lab 2660). A partir de la medicién radiactiva se tomaron 100,000 dpm de
los extractos y se depositaron en tubos conicos a los cuales se les adicionaron 100 pl (10 pg/5 pl) de
una mezcla de acarreadores (T, 5a-androstandiona, A* androstendiona, 3a y 3 androstandiol). Las

muestras se dejaron evaporar toda la noche a TA.
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Para concentrar los esteroides se adicion6 una solucion de CH3OH:CHCI; (1:1). Los
esteroides fueron aplicados con capilares a placas de cromatografia en capa fina (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) y posteriormente fueron colocados en camaras de cromatografia saturadas:
una con CHCI3:CH30H (98:2.5) y otra con CHCI3:(C,Hs),0 (90:10). Las camaras se dejaron correr
al frente en el primer sistema, se permitio que se secara y se coloco en el segundo sistema. Se dejo
correr al frente. Para visualizar los esteroides, la placa fue rociada con una solucion que contenia
paranisaldehido 0.5 ml, &cido acético 50 ml, &cido sulfurico 1 ml y se calent6 durante 3 min. Los
fragmentos correspondientes a cada esteroide fueron recortados y colocados en viales. Se le
adicion6 1 ml de etanol a cada vial y se agito con el vortex. Posteriormente, se adicionaron 5 ml de
liquido de centelleo y se agitaron. La radiactividad fue cuantificada en un contador de liquido de

centelleo (Packard Tri-Lab 2660). A partir de estos datos se analiz6 la conversion de T a DHT.

ANALISIS MEDIANTE NORTHERN BLOT

Las muestras de RNA (20-30 pg en 7 pul) se mezclaron con 13 pul de solucién
desnaturalizante (10 ul de formamida, 1.0 pl de formaldehido al 37%, 2.0 ul de MOPS 10X [41.8 ¢
de MOPS, 20 ml de acetato de sodio 1 M pH 7y 20 ml de EDTA 0.5 M; pH 8, llevados a 1000 ml
de H,O dd, esterilizada por filtracion]) y 1 ul de bromuro de etidio (1 mg/ml). Las muestras se
calentaron a 85°C durante 10 min a bafio maria, al término de la incubacion las muestras se
depositaron en hielo durante 10 min. A cada muestra se le adicionaron 2 ul de solucion de carga
[glicerol al 50% (v/v), azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilen cianol FF 0.25% (p/v), EDTA 10 mM
pH 8 en H,O dd]. Las muestras se depositaron en un gel de agarosa al 1.5% (1.5 g de agarosa, 72 ml
de H,O dd, 10 ml de MOPS 10X y 18 ml de formaldehido al 37%) y se corrieron a 40 volts durante
4-5 h, usando MOPS 1X como solucién de corrida. Al terminar la corrida, el gel se lavé varias
veces en H,0O dd y los acidos nucleicos se transfirieron por capilaridad a una membrana de nylon
Hybond-N+ (Amersham, UK), usando una solucion SSC 10X (87.65 g de NaCl, 44.1 g de citrato de
sodio, pH 7 en 500 ml de H,O dd, esterilizada en autoclave). Al terminar la transferencia (16-20 h),
la membrana se lavd con una solucién SSC 2X y se dejo secar a TA (aproximadamente 20 min).
Los &cidos nucleicos fueron fijados con luz UV (UV Stratagene 1800, la Jolla CA) (Sambrook &
Russell 2001).
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MARCAJE E HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Después de la clonacion del cDNA de cada 5a-reductasa, se elaboraron sondas especificas
que se amplificaron mediante PCR y que corresponden a un fragmento de 700 pb de la 5a-reductasa
del hamster. Para el marcaje de las sondas, se uso el estuche RadPrime DNA labeling system
(Invitrogen life technologies Carlsbad, CA) y desoxicitidina trifosfato [0*’P] (dCTP), actividad
especifica 3000 Ci/mmol (Perkin Elmer® Life and Analytical Sciences Boston, MA). Se
desnaturalizaron 25 ng de DNA (sonda) en 20 ul de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 7.4),
durante 5 min a 95°C y se dejo enfriar, se agregaron 3 ul de una mezcla de dATP, dGTP, dTTP
(500 uM), 20 pl de una solucién random primer 2.5X, 5 pl (~50 pCi) de [a*2P] dCTP, se llevé a 49
ul con H,O dd y se agreg6 1ul del fragmento Klenow (5 U). Se incub6 a 37°C durante 10 min. Se
agregaron 5ul de solucién de terminacion (EDTA 0.5 M pH 8), se desnaturalizé a 95°C durante 5
min, se transfirio rapidamente a hielo y se uso toda la mezcla para hibridar las membranas. Las
membranas se pre-hibridaron durante 60 min a 65°C en solucién de hibridar (150 pl/cm?)
[Na;HPO, 0.25M/SDS 7%]. Se cambid la solucion de pre-hibridar por una fresca y se agrego la
sonda marcada y desnaturalizada. Se hibrido durante 24 h a 65°C. Al finalizar se hicieron varios
lavados a la membrana: Un lavado con SSC 2X/SDS 0.1% durante 20 min a TA, un lavado con
SSC 1X/SDS0.1% a 65°C durante 15 min y un lavado con SSC 0.1X/SDS0.1% a 65°C durante 15
min. La membrana se expuso a placa de rayos X (X-OMAT, Kodak) por diferentes periodos de

tiempo a -70°C.
RT-PCR EN TIEMPO REAL

La cuantificacion de la expresion de los mRNAs para cada 5a-reductasa fue llevada a cabo
en un termociclador LightCycler® Carousel-Based System (Roche Applied Science) y utilizando
sondas de hidrdlisis TagMan (Roche Applied Science). EI RNA total se aislé a partir de HG de
macho y de hembra bajo diferentes condiciones hormonales y utilizando el reactivo TRIzol
(Invitrogen Life Technologies, Inc) como se menciona anteriormente. La integridad del RNA total
fue analizada en geles de agarosa que contenian 6% de formaldehido. Para sintetizar el cDNA se
utilizo 1ug de RNA total y el estuche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche Applied
Science). La reaccién de PCR dio inicio al mezclar 4 pl de TagMan Master LightCycler 5X, 0.2 pl
de cada oligonucledtido (20 uM), 0.2 pl de Probe library (10 uM), 5ul de cDNA vy la reaccion se
llevo a un volumen final de 15 pl con H,Odd. Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes:
1 ciclo de 95°C durante 10 min, 40 ciclos de 95°C durante 10 sy 72°C por 1 s, finalmente 1 ciclo de
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40°C durante 30 s. Los oligonucledtidos utilizados para la Srd5al fueron 5’-
GCTTGGCCGCTGTATGAA-3" y 5-CCTTTGAACGTAGTGGATCAGA-3’. El amplicon fue
detectado usando la sonda universal #18 (04-686-918-001). Los oligonucledtidos utilizados para la
Srd5a2 fueron 5’-TTA GGGAAACCCACCAGCTA-3’ y 5’-CGAAGGAGGGAAGTTCCTG-3".
El amplicon fue detectado usando la sonda universal #76 (04-688-996-001). La expresion relativa
las 5a-reductasas fue calculada para cada tejido y normalizada con la B-actina. Los oligonucle6tidos
utilizados para la amplificacion de B-actina (NUmero de acceso en el GenBank. AJ312092) fueron
5-AGCTATGAGCTGCCTGATGG-3° y 5-CAGGAAGGAAGGCTGGAAA-3’; la sonda
fluorogenica utilizada fue #9 (04-685-075-001). Cada muestra fue analizada independientemente 5
veces. Los resultados fueron analizados usando el método de cuantificacién relativa proporcionado

en el software LightCycler (version 4.5).



Pagina |40

RESULTADOS

Secuencia nucleotidica y de aminoacidos de las 5a-reductasas

Con la finalidad de clonar el cDNA de las 5a-reductasas tipo 1 y tipo 2 del hamster Sirio,
inicialmente se obtuvo el RNA total a partir del higado y epididimo. EI RNA total fue transcrito a
cDNA. La amplificacién rapida de los extremos 5" y 3" del cDNA (RACE) de las 5a-reductasas tipo
1y tipo 2 se llevo a cabo utilizando el cDNA de higado y epididimo, respectivamente. Un
fragmento de cDNA para las 5a-reductasas tipo 1y tipo 2 fueron amplificados por PCR utilizando
un par de oligonucledtidos sintéticos degenerados. Estos oligonucleotidos sintéticos degenerados
fueron obtenidos a partir del anélisis multiple de secuencias para las 5a-reductasas tipo 1y tipo 2 del

humano, rata y mono (http://clustalw.genome.ad.jp/). De esta manera se obtuvieron dos fragmentos

especificos de PCR para cada isoenzima. Estos productos de PCR fueron analizados mediante
secuenciacion directa. A partir de esta secuenciacion se disefiaron oligonucleotidos especificos para
la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2. Estos oligonucleétidos fueron sintetizados con la finalidad de analizar
mediante PCR y secuenciacion directa la region 5” y 3" de la 5a-reductasa tipo 1 y tipo 2. A partir de
esta secuenciacion se disefiaron dos oligonucledtidos para amplificar por PCR el cDNA total de la
5a-reductasa tipo 1 y dos oligonucle6tidos para amplificar el cDNA total de la 5a-reductasa tipo 2.
Cada producto de PCR fue ligado a un vector de clonacion. Los pldsmidos fueron amplificados,
purificados e individualmente analizados mediante restriccion. Estos productos de PCR fueron
analizados mediante secuenciacion directa. La secuencia nucleotidica obtenida a partir del cDNA
total para la 5a-reductasa tipo 1 es de 937 pares de bases (pb), con un marco de lectura abierto (ORF)
de 765 pb, presenta un codon tipico de iniciacion ATG y una sefial de terminacién TAA. La region
5" no traducida (UTR) consiste de 30 pb, mientras que la UTR 3" contiene 142 pb, esta region
muestra dos sefiales de poliadenilacion no candnicas AATTAA y AGTAAA. El ORF de la 5a-
reductasa tipo 1 codifica para una proteina de 255 aminoécidos con un peso molecular estimado de
29.3 kDa (Fig. 8). El analisis de composicion de aminoacidos indica que en la isoenzima tipo 1 un
57.5% de los residuos son hidrofébicos, 23.6% son polares, 12.2 % y 6.7% son residuos cargados
positiva y negativamente, respectivamente. La secuencia nucleotidica obtenida a partir del cDNA
total para la 5a-reductasa tipo 2 es de 1253 pb de longitud, con un ORF de 762 pb y un peso
molecular de 28.7 kDa. Esta secuencia presenta un codén de iniciacion ATG y una sefial de
terminacion TAA. Contiene una UTR 5" de 39 pby una UTR 3" de 452 pb. La UTR 3" carece de una
tipica sefial de poliadenilacion AATAAA, pero alternativamente presenta 3 sefiales de
poliadenilacion no canonicas AATGAA, AATGAA y GATAAA. Esta secuencia codifica para una

proteina de 254 aminoé&cidos (Fig. 9).
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-30 ggggatggagcacgctgctcgacctcaact

ATG GAC TTG GAC GAG TTT CGC CTG CTG GAT GCG TTC ACC TAC TTA GAG GGT CTC TTG GCC 60
Met Asp Leu Asp Glu Phe Arg Leu Leu Asp Ala Phe Thr Tyr Leu Glu Gly Leu Leu Ala 20
TTC GTG GTC TTA GTG TTT CTC ACT TTG GTA GGC TCT CCC TAC GGT CGC TAC TCG GCG CAG 120
Phe Val Val Leu Val Phe Leu Thr Leu Val Gly Ser Pro Tyr Gly Arg Tyr Ser Ala GlIn 40
CAT CCC GGC CTC CAG TTG CCG GCG AGA CCC GCC TGG TTC CTG CAG GAG CTG CCC TCG ATG 180
His Pro Gly Leu GIn Leu Pro Ala Arg Pro Ala Trp Phe Leu GIn Glu Leu Pro Ser Met 60
GCT TGG CCG CTG TAT GAA TAC ACT CGC CCT GCA GCC GCG CGC CTC GGC AGC ATG CCC AAC 240
Ala Trp Pro Leu Tyr Glu Tyr Thr Arg Pro Ala Ala Ala Arg Leu Gly Ser Met Pro Asn 80
CGG GTC CTG CTG GCG ATG TTT CTG ATC CAC TAC GTT CAA AGG ACT TTG ATT TTC CCA GTC 300
Arg Val Leu Leu Ala Met Phe Leu lle His Tyr Val GIn Arg Thr Leu Ile Phe Pro Val 100
CTG ATC CGA GGA GGA AAA CCC ACA CCC ATG TTT TCC TTT GCT GCT GCA GTC CTG TTC TGC 360
Leu Ile Arg Gly Gly Lys Pro Thr Pro Met Phe Ser Phe Ala Ala Ala Val Leu Phe Cys 120
ACC TTC AAC GGC TAC TTG CAG AGC AGG TAC TTG AGC CAG TTT GCA GTG TAC ACC GAA GAC 420
Thr Phe Asn Gly Tyr Leu GIn Ser Arg Tyr Leu Ser GIn Phe Ala Val Tyr Thr Glu Asp 140
TGG GTG GCC CAT CCC TGT TTC CTG ACT GGT TTT ACC ATG TGG TTT GTG GGC ATG GTG ATA 480
Trp Val Ala His Pro Cys Phe Leu Thr Gly Phe Thr Met Trp Phe Val Gly Met Vval lle 160
AAT ATC CAT TCA GAC CAC ATC CTG AGG AAT CTG AGA AAA CCC GGG GAA ACA GGA TAC AAG 540
Asn lle His Ser Asp His lle Leu Arg Asn Leu Arg Lys Pro Gly Glu Thr Gly Tyr Lys 180
ATC CCC AGA GGA GGC TTG TTT GAA TAC GTC TCT GCA GCC AAC TAC TTT GGG GAG ATC ATG 600
Ile Pro Arg Gly Gly Leu Phe Glu Tyr Val Ser Ala Ala Asn Tyr Phe Gly Glu Ille Met 200
GAG TGG TGT GGC TTT GCG CTG GCC AGC AGG TCC CTC CAG GGT GGA GTG TTT GCC CTG TTC 660
Glu Trp Cys Gly Phe Ala Leu Ala Ser Arg Ser Leu GIn Gly Gly Val Phe Ala Leu Phe 220
ACA TTC AGC ACA CTG TTC ACC AGG GCG AAG CAG CAT CAC CAG TGG TAC CAT GAG AAG TTT 720
Thr Phe Ser Thr Leu Phe Thr Arg Ala Lys GIn His His GIn Trp Tyr His Glu Lys Phe 240
GAA GAT TAC CCC AAA TCA AGA AAA ATA CTG ATC CCA TTT GTG CTT TAA 765
Glu Asp Tyr Pro Lys Ser Arg Lys lle Leu lle Pro Phe Val Leu *** 255

ctgctttcagtaccattgccttagaaaagatccttcctcatgaggctgtctggacacttgaaaattaattgttttect
taattctcatgcagctccattgttttcaggaagggctggtaaagcagtaaaccgattgtaaactaaaaaaaaaaa

Fig. 8. Secuencia nucleotidica y deducida de aminoécidos del cDNA de la 5a-reductasa tipo 1 del hdmster. En la
secuencia, el codon de iniciacion ATG para la primera metionina es indicado con el nimero 1y el coddn de terminacién
es indicado con tres asteriscos. Las sefiales de poliadenilacion en la UTR 3" AATTAA y AGTAAA estan subrayadas.
Los numeros a la derecha hacen referencia al dltimo nucle6tido y aminoécido. EI nimero de acceso en el GenBank para
la 5a-reductasa tipo 1 es FJ851158.
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Fig. 9. Secuencia nucleotidica y deducida de aminoéacidos del cDNA de la 5a-reductasa tipo 2 del hamster. En la

secuencia, el codon de iniciacion ATG para la primera metionina es indicado con el nimero 1y el coddn de terminacién
es indicado con tres asteriscos. Las tres sefiales de poliadenilacion en la UTR 3" AATGAA, AATGAA y GATAAA estan
subrayadas. Los nimeros a la derecha hacen referencia al Gltimo nucle6tido y aminoacido. EI nimero de acceso en el
GenBank para la 5a-reductasa tipo 2 es FJ851159.
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Al utilizar los  bancos de informacion de  secuencias  genomicas

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) se comparo y se analizé la secuencia nucleotidica y deducida de

aminodcidos de las 5a-reductasas tipo 1 (Fig. 10) y tipo 2 (Fig. 11) del hamster con las 5a-reductasas
descritas para el grupo vertebrata, los resultados mostraron que la secuencia de aminoacidos de la
5a-reductasa tipo 1 presenta un porcentaje de identidad del 83% con la rata (Rattus norvegicus
NM_017070); 81% con el ratdn (Mus musculus NM_175283); 64% con el perro (Canis familiaris
XM_535799); 62% con el humano (Homo sapiens NM_001047) y 62% con el mono (Macaca
fascicularis S77162). Mientras que los resultados para la 5a-reductasa tipo 2 mostraron un
porcentaje de identidad del 85% con la secuencia de la rata (NM_022711), 84% con el ratdn
(NM_053188), 75% con el cerdo (Sus scrofa NM_213988), 74% con el perro (XM_532922), 74%
con el bovino (Bos taurus XM_605410), 74% con el humano (NM_000348) y 73% con el mono
(S77165).

Similar a la 5a-reductasa tipo 1 de la rata, la Sa-reductasa tipo 1 del hamster presenta el
dominio de union al NADPH identificado en los residuos 160-190. Asimismo, la 5a-reductasa de la
rata tiene un dominio de unidn al esteroide que ha sido asignado como -L-E-G-F- correspondiente a
los residuos 15-18, mientras que en el dominio de union al esteroide de la 5a-reductasa tipo 1 del
hamster el cuarto aminoacido es reemplazado por una leucina -L-E-G-L-. Comparando las 5a-
reductasas de humano y rata, nosotros identificamos tres residuos de histidinas, H231 y H232
altamente conservados y un residuo H236 en la region C-terminal de la 5a-reductasa tipo 1, estos

residuos al parecer estan involucrados en la union al sustrato y actividad catalitica.

Al igual que la 50-reductasa tipo 2 del humano, la 5a-reductasa tipo 2 del hamster muestra
una region C-terminal altamente conservada, la cual tiene varios aminoacidos (R144, D163, R170,
P180, G182, N192, G195, and R245) importantes para la union del NADPH. Asimismo, los
resultados identificaron una histidina 230 localizada en la region C-terminal involucrada en la
actividad catalitica y la afinidad al substrato T. Estos datos indican que las 5a-reductasas de
mamiferos son proteinas altamente conservadas y mantienen la 5a-reduccion como una funcion
fisioldgica comun para estas especies, ademas nos sugieren que estas isoenzimas son proteinas
homologas y que comparten un ancestro comin. Usando el programa NetNES

(http://www.cbs.dtu.dk/services/), nosotros identificamos una sefial de localizacion nuclear

designada como -I-G-A-L-T-L- en la region N-terminal de la 5a-reductasa tipo 2 del hadmster.
Asimismo, esta sefial de localizacion nuclear fue localizada en la 5a-reductasa tipo 2 de humano,

bovino y cerdo (datos no mostrados).
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Fig. 10. La secuencia deducida de aminoacidos de la 5a-reductasa tipo 1 del hamster fue comparada con las
5a-reductasas tipo 1 de mamiferos. Las secuencias para la rata, ratén, humano, mono y perro fueron obtenidas a partir
del banco de genes del NCBI y fueron alineadas usando el programa ClustalW (http://clustalw.genome.ad.jp/). Los
dominios putativos de union al NADPH y de union al esteroide estdn marcados en amarillo y verde, respectivamente.
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Fig. 11. La secuencia deducida de aminoécidos de la 5a-reductasa tipo 2 del hamster fue comparada con las
5a-reductasas tipo 2 de mamiferos. Las secuencias para la rata, raton, humano, mono, perro, bovino y cerdo fueron

obtenidas a partir del

banco de genes del NCBI y fueron alineadas usando el programa ClustalW

(http://clustalw.genome.ad.jp/). La afinidad de la enzima por el sustrato NADPH est4 marcada por los aminoacidos en

verde.
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El analisis filogenético utilizando los programas del paquete PHYLIP indicé que ambas 5a-
reductasas del hamster se encuentran mas estrechamente relacionadas con las 5a-reductasas
obtenidas del genbank a partir de la rata y el raton que con las secuencias de aminoacidos de las 5a-
reductasas de otros mamiferos, tal es el caso de las 5a-reductasas del humano; de hecho, la
comparacion de las secuencias demuestran una fuerte conservacion de aminoacidos entre las 5a-
reductasas del orden Rodentia. Adicional a esto, se pudo observar que el arbol filogenético consiste
de dos grandes grupos. Una primera ramificacion para el grupo de la 5a-reductasa tipo 2 del
hamster que incluye a las demas 5a-reductasas tipo 2 de mamiferos y la segunda ramificacion para

la 50- reductasa tipo 1 del hdmster que consiste de las 5a-reductasas tipo 1 de mamiferos (Fig. 12).

Mesocricetus auratus

Rattus norvegicus (Rata)

Mus musculus (Ratén)

Canis familiaris (Perro)
Homo sapiens (Humano) 5a—redu0tasa
Macaca fascicularis (Mono) tipO 2
Sus scrofa (Cerdo)

Bos taurus (Bovino)

Homo sapiens (humano)

Macaca fascicularis (Mono)

Canis familiaris (Perro) Sa-reductasa

CT Mus musculus (Ratoén) tipo 1
R

attus norvegicus (Rata)

Mesocricetus auratus

Fig. 12. Arbol filogenético de la secuencia deducida de aminoacidos de la 5o-reductasa tipo 1 y tipo 2 del
hamster (Mesocricetus auratus) comparada con las 5a-reductasas de otros mamiferos. ElI programa “ClustalW”
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) fue utilizado para desarrollar el alineamiento multiple de las secuencias. Los arboles
fueron disefiados usando el método “likelihood” con el modelo JTT y el programa “protdist”. La fiabilidad de las
ramificaciones del arbol fueron estimadas usando el remuestreo “bootstrap” (1000 veces) dentro del paquete PHYLIP
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/phylogeny/phylip-uk.html). La longitud de las ramificaciones representa el ndmero
estimado de substituciones a lo largo de cada rama.
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Actividad in vitro de las 5a-reductasas en células HEK-293

Para analizar la actividad catalitica de las 5a-reductasas en cada una de las clonas obtenidas
mediante transformacion celular, se utilizaron células HEK-293 transfectadas con cada clona
obtenida para la 5a-reductasa tipo 1 (1L8 y 1L.10) y para la 5a-reductasa tipo 2 (2L4, 2L5, 2L6 y
2L7). Se pudo observar la formacién de DHT a partir de [*H]T en todas las clonas probadas (Fig.
13). Los resultados obtenidos utilizando los plasmidos que contenian los cDNA para las 5a-
reductasas presentaron actividad de 5a-reduccion. Este resultado se pudo comprobar al observar la

conversion de T a DHT en células HEK-293 transfectadas.
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Fig. 13. Actividad de 5a-reductasa. 1L.8 y 1L.10 indican las clonas que contenian la 5a-reductasa tipo 1. 2L4,
2L5,2L6y 2L7 indican las clonas que contenian laSa-reductasa tipo 2.

Actividad in vitro de las 5a-reductasa a diferentes pH

Para caracterizar los parametros cinéticos de estas isoenzimas, inicialmente se determiné la
actividad catalitica de las 5a-reductasas en funcion del pH. Como se muestra en la figura 14, la
conversion maxima de T a su derivado 5a-reducido fue llevada a cabo a un pH muy amplio de 6.0 a
7.5, utilizando células HEK-293 transfectadas con el constructo para la 5o-reductasa tipo 1; mientras
que en la figura 14 se pudo observar que la actividad 6ptima para la 5a-reductasa tipo 2 era a un pH
acidico (5.5).
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Fig. 14. Actividad de las 5a-reductasas del hamster a diferentes pHs usando sonicados de células transfectadas.
Todos los experimentos fueron desarrollados tres veces y se muestra una grafica representativa de la actividad de las 5a-
reductasas.

Caracterizacion cinética de las 5a-reductasas

Similar a la 5a-reductasa tipo 2 de mamiferos, la 5o-reductasa tipo 2 del hamster tiene una
menor Ky, por T que la 5a-reductasa tipol (Fig. 15), el resultado sugiere que probablemente la
afinidad diferencial por T esta dictada por diferentes aminoécidos localizados en el dominio de union
al esteroide. Las comparaciones de los valores de Ky, Vmax Y pH de las 5a-reductasas del hamster y

otras 5a-reductasas caracterizadas cinéticamente son indicadas en la tabla 2.
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Fig. 15. Actividad catalitica de la 5a-reductasa tipo 1 y tipo 2 del hdmster. A) y B) Formacion de DHT a
diferentes concentraciones de [°H]T. C) Los resultados para la actividad de la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2 fueron
linealizados mediante una gréfica de doble reciproca o Lineweaver-Burk. Los valores de K., y Viax Obtenidos a partir de
estas gréaficas son mostrados y comparados en la tabla 2. Todos los experimentos fueron realizados tres veces.
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Enzima pH éptimo Kn (UM)  Vmax (pmol/mg P/min) Linea celular
Tipo 1
Hamster 6a75 7.14 314 HEK-293
Rata 55a75 1-2.5 1300 COS, HEK-293
Humano 6a8 3.5-5.2 220 COS
Mono 6.5a8 2 245 CHO
Tipo 2
Hamster 5.5 1.964 248 HEK-293
Rata 5 0.075 300 HEK-293
Humano 55 0.7 88 HEK-293
Mono 5 0.2 36 CHO

Tabla 2. Caracterizacion in vitro de la 5a-reductasa tipo 1 y tipo 2 del hamster y de diferentes mamiferos
expresadas en diferentes lineas celulares.

Expresion de la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2 en diferentes tejidos de hamster

Los resultados de northern blot demostraron que en tejidos reproductivos masculinos
dependientes de androgenos, como el epididimo, existe una predominancia del mMRNA para la 5a-
reductasa tipo 2 (Fig. 16B), mientras que en tejidos que no son andrégeno-dependientes (tal es el
caso del higado) se expresa exclusivamente el transcrito para la 5a-reductasa tipo 1 (Fig. 16A). Estas
observaciones demuestran un claro ejemplo de la expresion diferencial para la 5a-reductasa tipo 1y

tipo 2 del hamster.

La figura 16A muestra que el mRNA para la 5a-reductasa tipo 1 de higado estd presente en
machos pero no en hembras. Ademas de esto, se pudo observar que en la HG del macho hay una
menor expresion del mRNA para la 5a-reductasa tipo 1 que en la HG de la hembra. Estos datos
pueden sugerir que existen diferencias sexuales asociadas a la expresion del mRNA para la 5a-
reductasa tipo 1 en el higado y en la HG del hamster. Las diferencias sexuales en la expresion del
MRNA de la 5a-reductasa tipo 1 son de suma importancia para la regulacién diferencial ejercida por

los andrdgenos sobre la fisiologia de la HG masculina y femenina.
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Fig. 16. Anélisis por northern blot de la expresion del mMRNA de las 5a-reductasas tipo 1 (A) y tipo 2 (B) en
diferentes tejidos del hdmster. H= higado, HG= glandula harderiana, C= corazon y E= epididimo. Las fechas indican la
deteccion del transcrito para las 5o-reductasas. La cantidad y calidad del RNA total fue determinada en geles de agarosa
tefiidos con bromuro de etidio mediante la visualizacion del rRNA 18S (1900 pb) y 28S (4700 pb). La ciclofilina fue
utilizada como control endégeno. MPM= marcador de peso molecular. Cada experimento fue repetido al menos 3 veces.

Con la finalidad de valorar la influencia de los esteroides sexuales sobre la expresion del
MRNA de la 5o-reductasa tipo 1, se llevaron a cabo experimentos de northern blot a partir de la HG
del hamster utilizando sondas para la 5a-reductasa tipo 1. Los resultados mostraron que la expresion
del mRNA fue menor en la HG del macho intacto y del macho castrado por 30 dias méas T,
asimismo los datos demostraron que el incremento en el tiempo de castracion genera un incremento
gradual del mRNA de la 5a-reductasa tipo 1 (Fig. 17).
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Fig. 17. Analisis por northern blot del mMRNA de la 5a-reductasa tipo 1 en la HG de hamster de macho intacto
(MI), macho castrado de 7 dias (M7), macho castrado de 42 dias (M42), macho castrado de 60 dias (M60), macho
castrado de 30 dias mas T (M30+T) y macho intacto (MI). Las fechas indican la deteccién del transcrito para la 5a-
reductasa tipo 1. La cantidad y calidad del RNA total fue determinada en geles de agarosa tefiidos con bromuro de
etidio mediante la visualizacién del rRNA 18S (1900 pb) y 28S (4700). MPM= marcador de peso molecular. La
ciclofilina fue utilizada como control. Cada experimento fue repetido al menos 3 veces.

Posteriormente, se analizd la influencia que ejerce el ciclo estral, la ovariectomia y la
administracién de diferentes esteroides sexuales sobre la expresion del mRNA de la 5a-reductasa
tipo 1. Los resultados obtenidos mostraron que en la HG femenina la expresion del mMRNA para la
5a-reductasa tipo 1 tiene variaciones menos drésticas durante las fases del ciclo estral (Fig. 18). La
ovariectomia presenta muy pocos efectos sobre la expresion del mRNA de la 5a-reductasa tipo 1,
no obstante esto, en hembras ovariectomizadas existe una menor expresion de la 5a-reductasa tipo 1
comparadas con las diferentes fases del ciclo estral. No existio evidencia de masculinizacién sobre
la expresién de la 5a-reductasa tipo 1 a través de la ovariectomia mas los diferentes tratamientos
hormonales, excepto para la administracion de andrégenos en donde la expresion de la 5a-reductasa

tipo 1 fue disminuida.
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Fig. 18. Analisis por northern blot del mRNA de la 5a-reductasa tipo 1 en la HG del hdmster hembra en las
diferentes fases del ciclo estral y bajo el tratamiento de diferentes esteroides sexuales. P= proestro, E= estro, M=
metaestro, D= diestro, 1= hembra ovariectomizada de 7 dias, 2= hembra ovariectomizada de 7 dias mas 17p-estradiol,
3= hembra ovariectomizada de 7 dias mas progesterona, 4= hembra ovariectomizada de 7 dias méas 17B-estradiol y
progesterona y 5= hembra ovariectomizada de 5 dias mas T. Las fechas indican la deteccion del transcrito para la 5a-
reductasa tipo 1. La ciclofilina fue utilizada como control. MPM= marcador de peso molecular. Cada experimento fue
repetido al menos 3 veces.

Expresién de la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2 en HG de hamster

Se determind cuantitativamente la expresion relativa de la 5o-reductasa tipo 1y tipo 2 en la
HG utilizando el RT-qPCR; al respecto, se observo una notable diferencia en los niveles de
expresion del mRNA de la 5o-reductasa tipo 1 y tipo 2 en la HG (Fig. 19 y 20), siendo 10 veces
maés elevada para la 5a-reductasa tipo 1. Estos resultados sugieren diferencias entre la 5a-reductasa

tipo y tipo 2.

Asimismo, la expresion de la 5a-reductasa tipo 1 fue ligeramente méas abundante en machos
castrados que en machos intactos, mientras que la administracion de T genero un efecto menor. En
la HG de hembra la expresién de la 5a-reductasa tipo 1 mostro variaciones durante el ciclo estral,
observandose un incremento de la expresion del mMRNA en el metaestro. La expresion en esta fase
fue significativamente mayor que en el macho intacto. La administracion de hormonas esteroides
(E2 y P4) no tuvo efectos significativos sobre la 5a-reductasa tipo 1 (Fig. 19); aunque se pudo
observar que el tratamiento con 17B-estradiol a hembras castradas incrementa los niveles del
mRNA para Srd5a2 (Fig. 20). Los niveles de expresion de la 5a-reductasa tipo 2 incrementaron en
la HG de machos castrados, aunque este incremento no fue significativo. La expresién de la 5a-
reductasa tipo 2 mostro variaciones durante el ciclo estral y se observo un incremento significativo

del mRNA en el proestro.
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Fig. 19. Expresion del mRNA de la 5a-reductasa tipo 1 (Srd5al) en HG de hamsters. Los niveles de mMRNA
fueron cuantificados mediante RT-PCR tiempo-real y posteriormente normalizados contra el transcrito de p-actina para
obtener una relacion Srdal/B-actina. La cuantificacion de la 5o-reductasa tipo 1 se realizé simultdneamente usando el
cDNA de los siguientes grupos experimentales: machos intactos (MI), machos castrados por 7 dias (MC), machos
castrados y tratados con propionato de testosterona (1mg/dia/7dias) (MC+T), hembras intactas en proestro (P), estro (E),
metaestro (M) y diestro (D). Hembras castradas (HC), hembras castradas mas 17p-estradiol (HCE,), hembras castradas
mas progesterona (HCP,4) y hembras castradas mas 17p-estradiol y progesterona (HCE,P,). Cada barra muestra el valor
promedio +EEM de 5 determinaciones independientes.
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Fig. 20. Expresion del mRNA de la 5a-reductasa tipo 2 (Srd5a2) en HG de hamsters. Los niveles de mMRNA
fueron cuantificados mediante RT-PCR tiempo-real y posteriormente normalizados contra el transcrito de p-actina para
obtener una relacion Srda2/B-actina. La cuantificacion de la 5o-reductasa tipo 2 se realizé simultdneamente usando el
cDNA de los siguientes grupos experimentales: machos intactos (MI), machos castrados por 7 dias (MC), machos
castrados y tratados con propionato de testosterona (1mg/dia/7dias) (MC+T), hembras intactas en proestro (P), estro (E),
metaestro (M) y diestro (D). Hembras castradas (HC), hembras castradas mas 17p-estradiol (HCE,), hembras castradas
mas progesterona (HCP,4) y hembras castradas mas 17p-estradiol y progesterona (HCE,P,). Cada barra muestra el valor
promedio +EEM de 5 determinaciones independientes.
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DISCUSION

Las 5o-reductasas catalizan la reduccién de la doble ligadura A" de esteroides como T,
androstendiona y progesterona a sus correspondientes metabolitos reducidos 5a-dihidro-3ceto. Las
5a-reductasas son enzimas membranales dependientes de NADPH. La reduccion en 5o juega un
papel determinante para la accion de los andrégenos a través de la conversion de T a DHT, un
esteroide con mayor potencia bioldgica. A finales de los 80s e inicios de los 90s, dos isoformas de
la 5a-reductasa fueron clonadas y caracterizadas a partir de la rata y del humano, de esta manera se
pudo detectar su expresion en diversos tejidos. Estos estudios demostraron que la 5a-reductasa tipo
1 es ampliamente expresada en piel y en higado en donde se ha propuesto que cataboliza esteroides;
mientras que la 5a-reductasa tipo 2 es ampliamente expresada en la prdstata, vesiculas seminales y
epididimo, en donde juega un papel anabdlico. Estas isoformas son productos de diferentes genes y
poseen diferentes propiedades bioquimicas y fisioldgicas. Evidencias clinicas y experimentales han
demostrado la importancia fisiologica de la 5o-reductasa tipo 2 en la diferenciacion sexual de los
genitales externos masculinos en etapas tempranas del desarrollo embrionario y en el
mantenimiento de tejidos androgeno-dependientes en adultos. En el adulto, las variantes genéticas
codificadas por el gen SRDA2 han sido asociadas con el desarrollo y progresiéon del cancer de

proéstata.

La regulacion de las 5a-reductasas, ha sido examinada en varios sistemas bioldgicos y con
base en estos reportes, en la actualidad se acepta que la expresion de estas enzimas esteroidogénicas
es regulada por androgenos en algunos tejidos y especies. Sin embargo, con el aislamiento y
secuenciacion de la 5a-reductasa tipo 1 y tipo 2, la interpretacion de los datos reportados en estos
estudios pioneros se complico debido a la existencia de dos isoenzimas que catalizan la misma
reaccion. Asi, en la mayoria de los casos se asumié que solamente una actividad enzimatica estaba
siendo determinada. Los estudios posteriores se han enfocado basicamente a establecer en qué

tejidos y tipos celulares se expresa una u otra isoenzima y el impacto hormonal sobre la expresion.

Hasta ahora, no existen estudios que evallen los elementos que intervienen en la regulacién
de las 5a-reductasas. En la literatura se pueden encontrar reportes sobre modelos experimentales
gue no dejan clara la perspectiva en cuanto a la participacion local e interaccion de los distintos

factores que regulan la expresion génica de las 5a-reductasas.

En este proyecto se plantea la posibilidad de abordar este problema implementando una

estrategia alterna, al utilizar como modelo experimental a la HG del hamster Sirio, la cual ha
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mostrado ser altamente sensible a la manipulacidn androgénica. En estudios bioquimicos previos, se
ha observado que la HG exhibe un marcado dimorfismo sexual en términos de respuesta a
andrdgenos. Al respecto existe evidencia la cual demuestra que este tejido presenta actividad de 5a-
reductasa y los estudios dejan en claro que esta enzima presenta un dimorfismo sexual con respecto

a su actividad, siendo mucho més alta en hembras que en machos (Vilchis et al., 1994).

Considerando lo anterior, es muy importante examinar la estructura de las isoenzimas para
obtener un mejor entendimiento del papel de las 5a-reductasas y su regulacion en los diversos
tejidos. Por lo tanto, el objetivo inicial de este estudio fue el de aislar el cDNA de las 5a-reductasas
del hamster Sirio, esto con la finalidad de determinar su secuencia nucleotidica y posteriormente

analizar la regulacion de la expresion de estas isoenzimas.

El analisis de las secuencias del hadmster indicd, que existen dos genes relacionados,
designados como 5a-reductasa tipo 1y tipo 2. Ambos genes comparten identidad en sus secuencias
de nucle6tidos y aminoacidos con las otras 5o-reductasas descritas hasta este momento. La
secuencia deducida de aminoacidos y el andlisis comparativo demostré que el dominio de union al
ligando de las 5a-reductasas del hamster es una region altamente conservada y esta localizada en la
region carboxilo terminal de las 5a-reductasas. Una vez aisladas las secuencias, la actividad de 5a-
reductasa de cada isoenzima fue confirmada mediante la expresion del cDNA en células HEK-293.
Los resultados obtenidos demostraron que las 5a-reductasas aisladas presentaban actividad de 5a-

reduccion, esto se pudo comprobar mediante la transformacion de [*H]T a [*H]DHT.

Varios estudios han demostrado que el mecanismo de inicio de la traduccién de un gen
difiere entre especies procariontes y eucariontes (Kochetov, 2005). Al respecto, muchos mRNAs
eucariontes contienen una secuencia de reconocimiento corta, que facilita la unién inicial del
mMRNA a la subunidad pequefia del ribosoma. En el 95% de los casos la secuencia consenso para el
inicio de la traduccion en vertebrados es una secuencia RCCAUGG (donde R es una purina). La
seleccidn del sitio de inicio de la traduccion en casi todos los mMRNAs de eucariontes depende de la
posicién en -3 de una purina altamente conservada y una guanina en la posicion +4 alrededor del
codon de inicio AUG. Este efecto de posicidn se ha observado que regula y activa el inicio de la
traduccion de varios genes (Kozak, 2002). De acuerdo a esta regla y al uso de programas para
identificar y caracterizar el sitio de inicio de la traduccién, en este estudio nosotros pudimos
seleccionar el coddn de inicio AUG de las 5a-reductasas del hamster y a partir de esto se pudo

obtener la secuencia deducida de aminoécidos de cada isoenzima (Fig. 8y 9).
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La seleccién del codon AUG en la region 5° de las Sa-reductasas del hamster facilitd la
deduccion de la estructura primaria de la proteina y con esto se pudieron realizar los estudios de
analisis comparativo y obtencion de los porcentajes de identidad y/o similitud con las 5a-reductasas
de vertebrados descritas hasta este momento (Fig. 10 y 11). De acuerdo a estos porcentajes altos de
identidad se pudo inferir que tal vez estas isoenzimas presentaban la funcién de 5a-reduccion
idéntica o similar a las 5a-reductasas descritas anteriormente y que quizas estas secuencias tienen
una estructura comun como las otras secuencias, como por ejemplo dominios o motivos
estructurales con una funcion definida. Con estos resultados comparativos se pudo inferir que las
5a-reductasas de la clase mammalia son un conjunto de isoenzimas altamente conservadas y el
hecho de que estos mamiferos presenten dos isoenzimas nos esta sugiriendo que quizas el evento de
duplicacion y divergencia, el cual dio origen a la 5a-reductasa tipo 1 y tipo 2, ocurrié en etapas

tempranas de la evolucion de mamiferos.

Los analisis filogeneéticos de las 5a-reductasas del hAmster fueron utilizados no, unicamente
para obtener la filogenia entre el grupo de vertebrados mamiferos, sino también para delimitar y
hacer referencia a la relacion entre genes ortélogos y genes paralogos entre la familia de secuencias
homologas de las 5a-reductasas que han sido caracterizadas mediante la secuenciacién del genoma
de diferentes especies. En este trabajo nosotros determinamos que los genes ortdlogos estan
representados por dos grupos, el grupo de genes ortologos para la 5a-reductasa tipo 1 y el grupo de
genes para la 5o-reductasa tipo 2; mientras que los genes paralogos estan siendo ejemplificados por
la similitud encontrada entre la 5o-reductasa tipo 1y tipo 2 del hamster. Estos analisis filogenéticos
sugieren que los genes paralogos para las 5a-reductasas del hamster surgieron mediante un proceso
de duplicacion génica por un gen ancestral comun. Es importante mencionar que en este modelo
clasico de duplicacion génica uno de los genes duplicados usualmente degenera en pocos millones
de afios mediante la acumulacion de mutaciones deletéreas, mientras que el otro gen duplicado
retiene la funcidn original. Este modelo ademas predice que en algunas ocasiones el gen duplicado
adquiere nuevas funciones adaptativas generando una subfuncionalidad o nueva funcionalidad, de
tal manera que la nueva copia génica adquiere una nueva funcionalidad, mientras la segunda copia
mantiene la funcion original, de tal forma que se retienen ambas copias de los genes duplicados en
el genoma (Ohno, 1970; Force et al., 1999). Nuestros resultados apoyan el modelo tedrico de
neofuncionalidad en donde los genes paralogos para las 5a-reductasas del hdmster mantienen dos
funciones génicas después de su duplicacion. Estos resultados adicionalmente indican los niveles
altos de conservacion de los genes de las 5a-reductasas, tal y como se refleja en su secuencia génica

y su organizacion. Al determinar estas relaciones evolutivas se puede llegar a predecir la funcién de
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estas isoenzimas esteroidogénicas y a su vez mapear ciertos dominios estructurales conservados que
estén asociados a una funcion determinada.

Asimismo, utilizando las secuencias deducidas de aminoécidos de las 5a-reductasas del
hamster y el programa para identificar sefiales de exporte nuclear (NES) se pudo determinar que
Gnicamente la 5a-reductasa tipo 2 presentaba una NES ubicada en la region N-terminal, sugiriendo
gue quizas esta isoenzima es transportada subcelularmente, de tal forma que en este sitio pueda
ejercer su efecto bioldgico de 5a-reduccion; al respecto se puede sugerir que no Unicamente los
aminoacidos hidrofdbicos de la 5a-reductasa tipo 2 (61%) son importantes para definir una sefial de
exporte nuclear, por lo que existe una combinacion de factores (como son una sefial de exporte y el
perfil hidrofébico) que estdn regulando el transporte de esta isoenzima a su sitio de accion.
Mediante el uso de este programa esta sefial de exporte nuclear se pudo identificar en las 5a-

reductasas tipo 2 de mamiferos, como la del humano, cerdo y bovino (datos no mostrados).

Diversos estudios han demostrado que la reaccion de poliadenilacion de los pre-mRNAS en
mamiferos consiste esencialmente de dos etapas: el rompimiento endonucleolitico de los pre-
mRNA y la subsecuente adicion de una secuencia poli(A) en el extremo 3". Este mecanismo de
poliadenilacién depende de un elemento regulador que consiste en la mayoria de los casos de un
hexdmero AATAAA altamente conservado. Un segundo elemento reportado es un dominio rico en
GU (Colgan & Manley, 1997; Zadudnaya et al., 2003). Sin embargo, recientes analisis estadisticos
utilizando las secuencias disponibles en el GenBank y las regiones UTRs 3’ de los mRNAs han
revelado que estas sefiales de poliadenilacion candnicas no son del todo universales. De tal manera
que algunos trabajos han reportado la existencia de hexameros alternos o sefiales de poliadenilacion
no canonicas que podrian estar involucrados preferencialmente en el proceso de poliadenilacion.
Estas sefiales de poliadenilacién no candnicas han sido identificadas y caracterizadas en diversos
genes y se ha demostrado que son funcionalmente activas (Graber et al., 1999; MacDonald &
Redondo J-L, 2002; Kawamoto et al., 2000). En este trabajo, el analisis de la secuencia UTR 3" de
la 5a-reductasa tipo 1 y tipo 2 del hamster demostré la presencia de varias sefiales de
poliadenilacién no canodnicas. En este sentido, la presencia de mas de una sefial de poliadenilacion
no candnica en la secuencia UTR de estas isoenzimas sugiere dos puntos muy importantes, el
primero es que el uso diferencial de mdaltiples sefiales podria amplificar la eficiencia de
poliadenilacién del mRNA y asimismo se podria evitar que la poliadenilacion de los pre-mRNAS se
pierda con facilidad debido a diversos factores mutagénicos y segundo que quizas este Unico gen
podria estar generando mMRNAs de diferentes tamafios. En este proyecto, nuestros resultados de

northern blot demuestran que la presencia de diferentes sefiales de poliadenilacion no candnicas no
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esta afectando el tamafio del mMRNA de la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2, lo cual sugiere que quizas las
diversas sefiales de poliadenilacion no canonicas en las 5a-reductasas del hadmster podrian

probablemente potencializar este mecanismo al utilizar multiples sefiales.

La identificacion de dominios dentro de las proteinas que puedan influir en la unién al
substrato y al cofactor y para que subsecuentemente puedan afectar o jugar un papel determinante
en la catélisis es importante para el entendimiento de la relacion estructura-funcion en cualquier
sistema enzimatico. En el caso de las 5a-reductasas, diversos trabajos han mostrado dominios
importantes para el éptimo funcionamiento catalitico. De las dos 5a-reductasas descritas hasta este
momento, el papel fisioldgico de la isoenzima tipo 2 es el mejor conocido, esto es debido a la
presencia de mutaciones naturales en el gen SRD5A2 que codifica para la isoenzima tipo 2 (Vilchis
& Chéavez, 2002; Vilchis et al., 2008). Wigley et al., (1994) identificaron mutaciones en el gen
SRD5AZ2 en individuos con deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 y mediante estudios bioquimicos
determinaron que estas mutaciones afectaron principalmente la union al NADPH vy al substrato T.
De las mutaciones reportadas en el humano, la mayoria fueron localizadas en las regiones altamente
conservadas del dominio carboxilo terminal y de acuerdo a nuestro estudio, esta region comparte un
alto porcentaje de identidad con la secuencia deducida de aminoacidos de la 5a-reductasa tipo 2 del
hamster. Por ejemplo, se ha reportado que algunos de estos residuos conservados como R145, R171,
P181, G183, N193, G196 y R246 son importantes para la afinidad de la enzima por el cofactor
NADPH; mientras que el residuo H231 es importante para que la enzima se una al substrato T. De
este andlisis nosotros podemos concluir que ambas isoenzimas tipo 2 del hdmster y del humano
comparten aminoacidos funcionalmente importantes para la actividad catalitica, la union al NADPH

y al substrato T.

Por otro lado, aunque hasta este momento aun no se ha reportado la aparicién de mutaciones
naturales en la 5a-reductasa tipo 1, esta isoenzima ha sido sujeta a estudios de mutagénesis dirigida
en rata y de acuerdo a estos reportes (Bhattacharyya et al., 1999; Bhattacharyya & Collins, 2001) se
ha concluido que esta isoenzima presenta una region altamente conservada la cual contiene residuos
cargados negativamente que probablemente contribuyen a la estabilidad de la enzima. Ademas de
esto, en la rata se ha reportado que esta region contiene un par de histidinas que han sido reportadas
como residuos involucrados en la unién al sustrato e importantes para la actividad catalitica de esta
isoenzima. Esta region carboxilo terminal altamente conservada se ha observado que presenta un
alto porcentaje de similitud con la region carboxilo del hamster y del humano, por lo que a partir de

estos estudios y la similitud entre las 5a-reductasas tipo 1 de estas especies se podria sugerir que
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estos residuos de aminodacidos estan desempefiando un papel importante sobre la actividad catalitica

y unién al sustrato muy similar a lo que ocurre en la 5a-reductasa tipo 1 de la rata.

Estudios moleculares y bioquimicos han demostrado la existencia de dos 5a-reductasas
distribuidas en tejidos reproductivos y periféricos de mamiferos. Los reportes demuestran que estas
5a-reductasas son codificadas por distintos genes y difieren en su estructura molecular, propiedades
cinéticas y pH éptimo. En este trabajo, los resultados obtenidos mediante transfeccion transitoria
utilizando los cDNAs clonados para la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2 del hamster demostraron que la
5a-reductasa tipo 2 presenta una mayor afinidad por T que la 5a-reductasa tipo 1. Esta afinidad
diferencial para T ha sido reportada para las 5a-reductasas del humano, rata y mono. Las razones
por las cuales la 5a-reductasa tipo 2 tiene una afinidad més elevada que la 5a-reductasa tipo 1 son
desconocidas, aunque a partir de estos resultados se podria sugerir que algunos aminoacidos
presentes en la 5a-reductasa tipo 2 (regiones no idénticas de la secuencia) le estan confiriendo esta
alta afinidad para T. En términos fisioldgicos estos resultados tienen muchas implicaciones en
pacientes con deficiencia de 5a-reductasa tipo 2. Estudios moleculares recientes han identificado
que esta alteracion es generada por mutaciones en el gen SRD5A2, el cual codifica para la enzima
responsable de la conversion de T a DHT y se ha reportado que esta deficiencia genera una
inadecuada biotransformacion de DHT durante la embriogénesis; por lo que se ha concluido que

algunas de estas mutaciones estan generando una disminucion en la afinidad por el substrato T.

Por otro lado, el pH especifico para la 5o-reductasa tipo 1 y tipo 2 del hamster sugiere que
un pequeiio nimero de aminoacidos, presumiblemente los no conservados, dan lugar a este
fendomeno diferencial In vitro. Las diferencias reportadas en este trabajo son un indicativo de que
estas enzimas presentan una alta sensibilidad al pH y debido a que estas isoenzimas son finamente
sensibles al pH, se puede sugerir que el pH de cada organelo determina criticamente la reaccion
catalitica para cada isoenzima. La conservacion evolutiva del pH neutro y acidico entre la
isoenzima tipo 1 y tipo 2 respectivamente, de la rata, humano y hamster sugiere que esta

caracteristica es muy importante, aunque la razon de este argumento es ain desconocida.

Con la finalidad de determinar en qué tejidos se expresa la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2 del
hamster, inicialmente se aislaron los RNAs y posteriormente fueron sometidos a ensayos de
transferencia northern. Los resultados de expresion revelaron dos observaciones interesantes: por un
lado una expresion diferencial tejido-especifico y por el otro una expresion sexualmente dimorfica
del transcrito para estas isoenzimas. Esta expresion diferencial ha sido observada en otras 5a-

reductasas de mamifero, pero sorprendentemente y en contraste a la expresion hepatica de la 5a-
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reductasa tipo 1 en ratas hembras, la expresién de la 5Sa-reductasa tipo 1 en el hamster fue
Gnicamente detectada en el higado del macho, sugiriendo un papel catabdlico en el tejido hepatico
del macho. La expresion de la 5a-reductasa tipo 2 predomind en tejidos reproductivos como el
epididimo, este resultado apoya la idea de que la 5a-reductasa tipo 2 es la enzima predominante en
el tracto reproductivo masculino y esta desempefiando un papel anabdlico en los tejidos
reproductivos. Igualmente, mediante transferencia northern se pudo determinar una mayor
expresion del mRNA de la 5a-reductasa tipo 1 en la HG de hembras que en la harderiana de machos,
el significado funcional de este dimorfismo sexual sugiere que estas diferencias encontradas son de
gran importancia para la regulacion diferencial ejercida por los andrégenos sobre la fisiologia de la
HG masculina y femenina. Con estos resultados se puede concluir que la expresion génica de la 5o-
reductasa tipo 1y tipo 2 del hdmster exhibe diferencias sexuales asociadas al género y que estas
isoenzimas presentan una expresion tejido-dependiente. Adicionalmente, se puede sugerir que la
respuesta especifica del sexo en la HG a T requiere la biotransformacion a DHT a través de la 5a-
reductasa tipo 1. Estos resultados nos indican de manera contundente que la biotransformacion de T
a DHT en la HG es llevada a cabo a través de la 5a-reductasa tipo 1; aunque es muy probable que la

Srd5a2 sea la isoenzima asociada al desarrollo y mantenimiento del fenotipo sexual de este 6rgano.

Historicamente diversos trabajos han demostrado que la HG del hamster presenta un
marcado dimorfismo sexual y se ha reportado que algunos genes son diferencialmente expresados
en el macho y en la hembra. De este modo diversos trabajos han propuesto que los andrégenos en la
HG son los responsables para el establecimiento y mantenimiento de este dimorfismo sexual en este
tejido (Vilchis et al., 1996; Santillo et al., 2008). Un claro ejemplo de este dimorfismo se ha
observado en la enzima 5a-reductasa, los resultados en estos ensayos han demostrado que esta
isoenzima es mas activa en la hembra que en el macho (Vilchis et al., 1994). Al respecto se ha
observado que este dimorfismo sexual se modifica con la castracion de los machos y la
administracion de andrégenos a las hembras, por lo que en la actualidad la HG ha sido considerada
como un modelo apropiado para el estudio de genes andrégeno-regulados. Considerando estos
antecedentes nosotros utilizamos como modelo de estudio a la HG del hdmster para analizar la
regulacion de las 5a-reductasas mediante andrdgenos. En este proyecto se ha demostrado que la
castracion en el hamster macho afecta la expresion de la 5a-reductasa tipo 1 glandular
incrementando su expresion mientras que la administracion de T restablece los niveles normales de
expresion de la 5a-reductasa tipo 1. Asimismo, durante las fases del ciclo estral se pudo observar
que los esteroides de origen ovarico tienen efectos menos drasticos sobre la expresion del mMRNA
tipo 1, esto se determiné al observar que la ovariectomia no genera efectos sobre la expresion de la

5o-reductasa tipo 1. La administracion de T a hembras ovariectomizadas disminuye
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considerablemente la expresion de esta isoenzima. De cualquier manera la administracion de 17f-
estradiol modificd la expresion de ambas 5a-reductasas. Los resultados antes mencionados sugieren
que los andrdgenos estan regulando la actividad transcripcional de la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2 en
la HG del hamster y que la 5a-reduccion de T a DHT es una reaccidn importante para mantener la
actividad, morfologia y la fisiologia de la HG. Con estos resultados obtenidos se puede concluir que
la presencia o ausencia de andrégenos, presumiblemente DHT, estd determinando si la glandula
presenta una estructura masculina o femenina (Fig. 19). Estos resultados son consistentes con los
reportes anteriores sobre la presencia del receptor de andrdgenos en ambas glandulas, ademas de
que este receptor se une a DHT con mucha mayor afinidad que a T. Sin embargo, debido a que
tanto T como DHT se unen a una misma molécula receptora (receptor de andrégenos), no se puede
excluir la posibilidad de que T este ejerciendo efectos sobre la fisiologia de la glandula. En este
caso quizas sea de interés estudiar los efectos de distintos inhibidores para las 5a-reductasas y poder

evaluar los efectos de cada esteroide sobre este tejido.

Y

X
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Fig. 21. Representacién esquematica de los mecanismos de accion de los androgenos sobre la HG. La
biotransformacion de T a DHT mediante las 5a-reductasas podria estar determinando la morfologia masculina o
femenina de este tejido.

Diversos trabajos han demostrado que el splicing alternativo es un fenémeno frecuente en el

transcriptoma y es extremadamente importante debido a su significado biolégico para generar
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variabilidad en el proteoma de mamiferos (Clark & Thanaraj, 2002; Ladd & Cooper, 2002). En la
literatura se ha reportado la presencia de cuatro tipos de splicing alternativo: seleccion de
promotores alternativos, seleccion de sitios de poliadenilacion alternativos, splicing de exones y
retencion de intrones (Galante et al., 2004). Al respecto, se ha argumentado que la frecuencia de
retencion de intrones esta asociada con genes que poseen intrones mas cortos que los exones o
quizas por intrones individuales que tienen sitios débiles de splicing (Sakabe & de Souza, 2007). En
este estudio los ensayos de transferencia northern determinaron la presencia de dos distintas
isoformas de mRNA (1.35 y 4 kb) de las 5a-reductasas del hamster. La banda de 1.35 kb localizada
para cada isoenzima corresponde al cDNA aislado para la 5a-reductasa tipo 1y tipo 2 secuenciado
anteriormente; mientras que sugerimos que la segunda banda de 4 kb probablemente corresponde a
un mRNA no procesado o sin splicing. En el caso de las 5a-reductasas del hAmster sugerimos que
quizés estas especies de pre-mRNA de 4 kb podrian ser generadas probablemente por un
mecanismo de retencion de intrones. Esta forma rara de splicing alternativo se ha sugerido que es
generada mediante pre-mRNAs con un splicing parcial o sin splicing. El significado biologico del
mecanismo de retencion de intrones es desconocido. No obstante, estudios en el receptor de
vitamina D de la rata y en la hormona del crecimiento del bovino han demostrado que estas
variantes de mRNA con splicing alternativo son funcionalmente significativas (Dirksen et al., 1995;
Ebihara et al., 1996). Sin embargo, en humanos se ha observado que este mecanismo de retencion
de intrones es el responsable de ciertas enfermedades genéticas (Nichols et al., 1996; Mine et al.,
2003). Los analisis de restriccion y secuenciacion génica en pacientes con hiperplasia adrenal

congénita lipoide han demostrado la retencidn de intrones en el gen StAR (Gonzélez et al., 2004).

En conclusién, en este proyecto se clond y se secuencio el cDNA de la 5a-reductasa tipo 1y
tipo 2 del hamster, se determinaron las propiedades cinéticas de las 5a-reductasas y se determind la
expresion del mRNA. Las secuencias nucleotidicas y deducidas de aminoacidos obtenidas de las
5a-reductasas aisladas a partir del hamster presentaron porcentajes de identidad muy altos con las
5a-reductasas descritas hasta este momento. Estos resultados demostraron la presencia de dominios
funcionalmente activos muy conservados en la region carboxilo terminal y de union al esteroide. La
actividad catalitica de la 5a-reductasa tipo 1 y tipo 2 fue confirmada en cultivos celulares y se
demostraron sus caracteristicas bioquimicas. Las observaciones en este estudio indican que en la
HG, la expresion de las 5o-reductasas es regulada mediante andrégenos y que la biotransformacién
de T a DHT por ambas 5a-reductasas pueden estar estimulando o controlando la estructura y la
actividad secretora glandular. Los resultados reportados en este trabajo demuestran que no solo los

androgenos, sino que también los estrogenos regulan la expresion de los genes de las 5a-reductasas.
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In hamsters, the Harderian glands (HGs) exhibit a marked sexual dimorphism which is thought to depend
on dihydrotestosterone (DHT); however, it is unclear whether hamster HGs contain one or more
5a-reductases and whether these enzymes are differentially expressed in males and females. In this
study, we isolated specific cDNAs for 5a-reductase 1 (Srd5a1) and 5a-reductase 2 (Srd5a2), determined
their sequences and investigated their expression in the HG of both sexes. Isozyme 1, cloned from liver
mRNA, encodes a protein of 255 amino acids (aa); isozyme 2 cDNA, isolated from the epididymis encodes
a 254-aa protein. When assayed in transfected HEK-293 cells, the type 1 isozyme displayed activity over a
broad pH range (6.5-8), while isozyme 2 had a pH optimum of 5.5. Both isoenzymes efficiently catalyzed
the in vitro transformation of T into DHT, with apparent K, values of 7.1 and 1.9 pmol/L for Srd5al and
Srd5a2, respectively. Real-time PCR analysis revealed higher mRNA levels for Srd5al than for Srd5a2.
Expression of both isoenzymes increased slightly in HGs of castrated males and showed variations during
the estrous cycle in females. Hormonal replacement with 173-estradiol administered to spayed females
induced the up-regulation of Srd5a2 mRNA levels. Altogether, our results demonstrated that both Srd5a1
and Srd5a2 are expressed in HGs without clear differences between males and females. The biochemical
characteristics and relative expression of these 5a-reductases support the view that both isozymes may

play a relevant role in modulating androgen signaling in HG.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Androgens play a relevant physiological role in growth and dif-
ferentiation of the Harderian gland (HG). In Syrian hamsters, these
intraorbital glands exhibit marked sex-related histological and bio-
chemical differences, including a dimorphic cellular pattern char-
acterized by two distinct types of alveolar cells in males and a
single cell type in females (Hoffman, 1971). The HG is larger in
males and contains more lipids (Buzzell et al, 1995), N-acetyl-
transferase (Menendez-Pelaez et al., 1988), receptors for dihydro-
pyridine (Kumar et al., 1992) and hormone-induced proteins
(Vilchis et al., 1996; Santillo et al., 2008) than the HG in females.
In contrast, the female gland synthesizes and stores large amounts
of protoporphyrins which can be up to 1000 times more abundant
than in males (Payne, 1994). In fact, the activity of six of the seven
porphyrinogenic enzymes (including 5-aminolaevulinic acid syn-
thetase 1) is much higher in females (Thompson et al., 1984; Vil-
chis et al, 2006)). Similarly, the intraglandular content of
melatonin (Hoffman et al, 1985), somatostatin (Puig-Domingo
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et al, 1988) and thyroid hormone receptors (Vilchis et al,,
1992a), as well as the number of mast cells, is higher in females
(Payne, 1994). Most of these sexual differences start to be evident
around the fourth week of postnatal development (Lopez et al,,
1992), the time at which the hamsters reach puberty. Interestingly,
many of these characteristic features can be easily reversed by
means of castration of males or by androgen administration to fe-
males. Data from experimental observations have pointed out that
androgens alone can induce the formation of the male-type gland
in both males and females (Hoffman, 1971; Payne, 1994). In line
with this view, available evidence indicates that dihydrotestoster-
one (DHT) is the bioactive androgen in Harderian tissue (Vilchis
et al., 1994; Rubio et al., 1996). At the target organ level, DHT is
formed by the reduction of T by a steroid 5a-reductase (E.C.
1.3.99.5). Two steroid Sa-reductase isoenzymes have been identi-
fied and are encoded by distinct genes, SRD5A1/srd5a1 and
SRD5A2/[srd5a2. These microsomal proteins play a central role in
sexual differentiation and androgen physiology. The two isoen-
zymes differ in their biochemical and pharmacological properties
and in their levels of expression (Russell et al., 1994). In regard
to HG; there are few data documenting the activity of 5a-reduc-
tase; the results from biochemical studies using whole gland
homogenates, showed a maximal conversion of T to DHT at acidic
PH (5.5) with a low K, value for T (4.0 + 1.0 pM) which suggested
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the presence of only one 5a-reductase in this tissue (Vilchis et al.,
1994). In the current study, we used RT-PCR coupled to the 5,3’
RACE method in order to isolate steroid 5a-reductase genes from
hamsters and to determine the dominant isoform in HG. Two spe-
cific cDNA sequences were identified encoding the type 1 and type
2 5a-reductases. These isoenzymes were found to share a high se-
quence homology and kinetic properties with the corresponding
rat and human enzymes. Srd5al appears to predominate over
Srd5a2 in the HG of males and females, and the expression of these
enzymes is influenced by sex steroid hormones.

2. Materials and methods
2.1. Animals and Tissues

Throughout the study, animals had free access to food and
water and were housed under a 12 h light/12 h dark cycle. Male
and female adult Syrian hamsters (Mesocricetus auratus), weighing
130-150 g were grouped according to treatments, including intact
controls, castrated males and spayed females. The animals were
operated on light ether anesthesia and were allowed seven days
to recover before the study. Castrated males were intra-muscularly
injected with a daily dose of testosterone (0.5 mg) or vehicle alone
(50 uL corn oil) for six consecutive days. Spayed females were in-
jected with a daily dose of 17p-estradiol (10 pg), progesterone
(0.5 mg), 17p-estradiol plus progesterone (10 pg + 0.5 mg), or vehi-
cle alone (50 pL corn oil) for six days. Other groups of intact fe-
males were monitored daily by vaginal smears to determine their
reproductive phase (proestrus, estrus, metaestrus, diestrus). Exper-
imental procedures using animals were approved by the Ethical
Committee for Research in Animals of our Institute (INCMNSZ),

2.2. RNA isolation and cDNA synthesis

Total cellular RNA was extracted from different hamster tissues
with TRlzol reagent (lnvitrogen, Carlsbad, CA). The purity and
integrity of the RNAs were checked both by spectroscopy and by
gel electrophoresis prior to use in experimental procedures. In all
cases, the complementary DNA (cDNA) was synthesized from the
corresponding RNA (1.0 ug) using the Transcriptor First-Strand
cDNA Synthesis kit (Roche Diagnosis, Mannheim, Germany) fol-
lowing the supplier’s guidelines.

2.3. Cloning of specific cDNAs by RT-PCR and 5'-, 3'-RACE

To obtain the full-length cDNAs encoding the hamster reduc-
tases, two sets of degenerate oligonucleotides designed from the se-
quences of the rat (NM_017070; NM_022711) and human
(NM_001047; NM_000348) reductase genes were initially used to
amplify specific cDNA segments using PCR. The forward and reverse
primers were as follows: 5'-CAC/TATC/TCTA/GAGGAATCTG/CA/
CGAAAC-3' and 5'-ACTTG/TGGA/GTAA/CTCTTCAAAC/TTTC-3', for
Srd5al and; 5-GTGCTGGCAGGC[TAGCGCCACA/TTTGG-3 and 5'-GCT
GGGAG/CG GACCAA/CGTA/GGCCAA/GG-3' for Srd5a2. Samples of
cDNA synthesized from mRNA from the liver and the epididymis were
used as templates to isolate the type 1 and type 2 Sa-reductases,
respectively. Gene-specific primers (GSPs) derived from these se-
quences were used in further procedures to-determine the 5'- and 3'-
end regions by rapid amplification of the cDNA ends (5'-, 3'-RACE). In
both cases, first-strand ¢DNA synthesis was performed with the
SMART RACE ¢DNA amplification kit (Clontech Inc,, Palo Alto, CA).
The GSPs used to generate the 5- and 3'-RACE regions were as follows:
1R5 (5'-AGTGTATTCATACAGCGG CCAAGCCAT-3') and; 1R3 (5'-CAGC
ATCACCAGTGGTACCATGAG-3') for 5a-reductase 1 and 2R5 (5'-GAGC
AAGCTTCTACGGGAAAAC-3') and; 2R3 (5'-GCTACTCCTTATA GAAGC

TTCTCC-3") for 5a-reductase 2. The full-length coding sequence of each
reductase was obtained from RACE-ready cDNA by means of PCR using
the following GSPs: NRED1F 5'-GCACGCTGCTCGACCICAACTATG-3
and REV1R 5-AAAGCAGTTAAAGCACAAA TGG-3' to synthesize Srd5al
and; LRT25 5'-AGCTGTGAACACCGGCGAGAT-3' and LRT23 5'-TTACA
GTTGATAGTCTCGGCAGCTGGG-3 to synthesize Srd5a2. PCR was per-
formed using 30 cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 65 °C and 3 min at
72 °C, followed by a 7 min extension at 72 °C. PCR-amplified products
were purified and cloned into the pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO TA cloning
vector (Invitrogen, Life Tech., Carlsbad, CA). The nucleotide sequences
of the final clones, pcDNA3.1/hSrd5a1 and pcDNA3.1/hSrd5a2, were
determined by automated sequencing using an ABI-PRISM 3100 auto-
mated sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

2.4. Steroid 5a-reductase activity in transfected HEK-293 cells

Cell culture and transfection conditions were performed basi-
cally as described elsewhere (Chavez et al., 2009). The plasmids
pcDNA3.1/hSRD5a1 and pcDNA3.1/hSrd5a2 were transfected into
HEK-293 cells at a concentration of 2.0 pg per plate using the Lipo-
fectamine 2000 reagent (Invitrogen Co., Carlsbad CA). Cells were
rinsed with PBS, harvested and processed for enzymatic studies
48 h after transfection. To determine the optimal pH of each isoen-
zyme, the activity of Sc-reductase was measured in cellular
homogenates using [*H]testosterone ([1,2,6,7->*H(N)|T; Amersham,
GE Health Co., UK) and Tris-citrate buffer (100 mmol/L Tris-HCI;
100 mmol/L sodium citrate) at different pHs. Enzyme activity as-
says to determine kinetic features were done at pH 7.5 for the type
1 enzyme and at pH 5.5 for the type 2 enzyme. Reaction mixtures
contained cell extract preparations (1-2mg protein/ml),
8 x 10° dpm [*H]T (sp.act., 3.6 TBq/mmol), increasing concentra-
tions of unlabeled T (0.125-32 umol/L) and NADPH (500 pmol/L)
in a final incubation volume of 200 plL. Assays were carried out
for 10 min with continuous shaking at 37 °C. After incubation,
the steroids were subjected to thin layer chromatography and scin-
tillation counting as previously described (Vilchis et al., 1994).
Experiments were repeated at least twice, and the results were ex-
pressed as nanomoles of DHT formed per milligram of protein per
hour (nmol/mg/h). The calculated kinetic values for K, (Michaelis
constant) and V4 (maximum velocity) were derived from Eadie-
Hofstee plots (Zivin and Waud, 1982).

2.5. Real-time quantitative RT-PCR (RT-gPCR)

Samples of total cellular RNA extracted from the HGs of the differ-
ent experimental groups were reverse transcribed using an oligo(dT)
primer as described above. Expression of Srd5al and Srd5a2 was
analyzed by RT-qPCR in 20 pL reaction volumes using a LightCycler
2.0 from Roche (Applied Science), the LightCycler TagMan master
mix (Roche Diagnostics, Mannheim Germany) and pre-validated
TagMan hydrolysis probes (Roche Diagnostics). Forward and reverse
primers for Srd5al mRNA detection were: 5'-GCTTGGCCGCTGTAT

. GAA-3' and 5'-CCTTTGAACGTAGTGGATCAGA-3'. The amplicon was

detected using universal probe #18 (04-686-318-001). The primers
and the probe for the Srd5a2 amplicon were: 5’-TTA GGGAAACC
CACCAGCTA-3' and; 5-CGAAGGAGGGAAGTTCCTG-3’ and universal
probe #76 (04-688-996-001), respectively. The primers used to am-
plify hamster g-actin (GenBank accession No. A[312092) were: 5'-AGCT
ATGAGCTGCCTGATGG-3' (forward) and 5'-CAGGAAGGAAGGCTGGA
AA-3 (reverse); the fluorogenic probe used was #9 (04-685-075-
001). PCR amplifications were performed with preheating at 94 °C for
10 min followed by 40 cycles of 94 °C for 10 s, an annealing step at
60 °C for 30 s and an extension step at 72 °C for 1 s with a final cooling
step at 40 °C. After each run, the PCR transcripts were verified on a 2%
agarose gel. To determine the relative levels of mRNA in each sample,
the values of the target genes (Srd5al, Srd5q2) were compared with
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the values of an internal reference gene ( B-Actin) via a ratio. The results
were analyzed using the relative quantification method provided by the
LightCycler software {version 4.5).

2.6. Statistical analysis

Data are presented as the mean values = S.D. of five indepen-
dent RT-gqPCR runs. Comparisons between groups were assessed
using Dunnett’s test (Dunnett, 1964). Differences were considered
significant at P < 0.05.

3. Results
3.1. Protein and mRNA sequences of the steroid 5c-reductase isozymes

Fig. 1 shows the sequence of the cDNA insert and the deduced
amino acid sequence for Sa-reductase 1. The entire isolated se-
quence comprised 937 bp, with a 768 bp open reading frame
(ORF) as well as a short 3’ untranslated region (UTR) of 142 bp con-
taining two non-canonical polyadenylation signals (AGUAAA,
AAUUAA). The predicted translation product was 255 amino acids
long with a calculated molecular weight of 29,355 Da. Overall, the
hamster enzyme shared 83% identity with rat Srd5al and 81%
identity with mouse Srd5a1 (Fig. 3A). The nucleotide sequence cor-
responding to 5o-reductase type 2 was 1257 bp long (Fig. 2),
including an ORF of 765 bp which encoded for a protein of 254
amino acids with an estimated molecular weight of 28,733 Da.
Three potential polyadenylation signals were present within a
3'-UTR of 471 bp. Alignment of the predicted hamster 5a-reduc-
tase type 2 amino acid sequences with its rat and mouse counter-
parts showed that these isoenzymes all had the same length; the
overall homologies of hamster Srd5a2 with rat and mouse Srd5a2

were 84% and 85%, respectively (Fig. 3B). Further alignment analy-
ses also showed that both 5a-reductase 1 and So-reductase 2 of
hamsters shared a high percentage of homology with the corre-
sponding reductases of other mammals (Table 1).

3.2. In vitro activity of Srd5a1 and Srd5a2 in HEK-293 cells

In order to determine the biochemical properties of the cloned
5a-reductases, we assessed their catalytic abilities through transfec-
tion assays. First, we searched for the optimal pH for each isoenzyme
and determined their Kinetic constants. Enzyme activity was mea-
sured at different pHs in cellular homogenates from HEK-293 cells
transfected with either pcDNA3.1/hSrd5a1 or pcDNA3.1/hSrd5a2.
The results from these assays showed that the hamster type 1 en-
zyme displayed activity over a pH range between 6.5 and 7.5, while
the type 2 enzyme had maximal activity at an acidic pH (Fig. 4, upper
panel). Saturation curves showing the ability of the cloned enzymes
to transform T into DHT are shown in Fig. 4. Eadie-Hofstee analyses
revealed an apparent K, for T of 7.0 (Fig. 4, middle panel) and
1.9 umol/L (Fig. 4, lower panel), for the types 1 and 2 reductases,
respectively. The values for pH, Ky, and V4, of the 5a-reductases
of hamster and other mammalian species are shown in Table 2. In
this case, the V4 values are presented as pmol/mg protein/min
for comparative purposes.

3.3. Expression of Srd5al and Srd5a2 in hamster HG

To examine the relative expression of the type 1 and 2 5a-
reductases, total RNA was extracted from HGs and then reverse
transcribed into ¢cDNA and subjected to RT-qPCR using f-actin
as the internal reference gene. As shown in Fig, 5, Srd5a1l mRNA
was slightly more abundant in castrated males than in intact

Fig. 1. The cDNA sequence and deduced amino acid sequence of steroid 5a-reductase type 1 from the Syrian hamster (Mesocricetus auratus). Both sequences are numbered
with respect to the putative initiating methionine {ATG). The open reading frame of Srd5al ends with a TAA stop codon («++). Primer positions for mRNA detection by RT-

qPCR are boxed. Two non-canonical polyandenylation signals are underlined. (GenBank accession number FJ851158).
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Fig. 2. The cDNA sequence and deduced amino acid sequence of steroid 5a-reductase type 2 from the Syrian hamster (M. auratus). Both sequences are numbered with respect
to the putative initiating methionine (ATG). The open reading frame of Srd5a2 ends with a TAA stop codon («»=). Primer positions for mRNA detection by RT-qPCR are boxed.
Three potential polyadenylation signals are underlined. (GenBank accession number FJ851159).

males, while the treatment with testosterone had little effect on
mRNA levels. Regarding female HGs, the expression patterns
showed variations during the estrous cycle; the highest levels
of expression occurred at metestrus. At this phase, the amount
of Srd5al mRNA was significantly higher than in intact males
(P<0.05). Administration of female sex steroids to spayed fe-
males had no significant effect on the expression of Srd5al. On
the other hand, according to relative quantification analyses,
5a-reductase 2 mRNA was less abundant than 5a-reductase 1
mRNA. As shown in Fig. 6, the Srd5a2 mRNA levels increased
in the HGs of castrated males, though such increases were not

significant. Expression of this isozyme also showed variations

throughout the different phases of the estrous cycle, and the
amount of mRNA was significantly higher in females at proestrus
than in intact males (P<0.05). Similar mRNA levels were also
observed in estrogen-treated spayed females, suggesting that
estradiol may be up-regulating the expression of 5a-reductase
2 in Harderian tissue (Fig. 6).

4. Discussion

We isolated and characterized cDNA clones containing the whole
sequences corresponding to the hamster 5a-reductases. Our results
establish that this species possesses at least two 5¢-reductase genes
that encode homologs of the human type 1 and type 2 isoenzymes.
Data from this study show that when these cDNAs are expressed
in transfected HEK-293 cells they yield functional proteins that are
able to reduce T to produce 5¢-DHT. The two enzymes share a high
degree of homology with their respective counterparts in other
mammals and also exhibit biochemical and structural properties

similar to those displayed by other previously described steroid
reductases (Russell and Wilson, 1994). Similar to the rat and mouse
c¢DNAs, the hamster cDNAs code for proteins of 254 and 255 amino
acids, with a high content (>57%) of hydrophobic residues in their
sequences, which is consistent with the membranal location of this
group of enzymes (Russell et al., 1994). At the amino acid level, the
percentage of similarity between the hamster types 1 and 2 reduc-
tases was approximately 39%. Results from site-directed mutagene-
sis and molecular genetics have highlighted the functional structure
of the steroid reductases, which seem to contain functional domains
important for both substrate and cofactor binding (Andersson and
Russell., 1990; Russell and Wilson, 1994).

Comparison of the hamster isozyme 1 sequence with that of the
corresponding rat and mouse sequences revealed significant
regions of similarity, including a putative NADPH-binding domain.
This NADPH-binding domain was tentatively identified within a
stretch of 30 amino acids (residues 160-190), which represents
the most highly conserved region of the polypeptide (Fig 3A). Fur-
ther sequence analyses also showed that Srd5al contains three
conserved histidine residues {(H230, H231, H236) within the C-ter-
minal portion, that are considered important in substrate binding
and catalytic activity (Bhattacharyya and Collins, 2001). According
to its amino acid composition, 5a-reductase 2 has a well-conserved
C-terminal region that contains various amino acids (i.e., 163D,
180P, 192G, 195G) important for binding to NADPH. Using the Net-
NES program (http:/fwww.cbsdtu.dk/services/) a putative nuclear
localization signal composed by residues 1-G—A-L-T was identified
toward the N-terminal region (Fig. 3B). Such a motif is also found
in the type 2 5a-reductases of humans, pigs, and cows {data not
shown).
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Fig. 3. Amino acid sequence comparison of hamster 5o-reductase 1 (A) and 5a-reductase 2 (B) to the rat and mouse isozymes. The sequences are shown in single-letter code.
Conserved residues among these species are shaded light grey (asterisks). Amino acid numbering is on the right. Histidine residues (H230, H231, H236), important for
substrate binding are underlined. The putative NADPH-binding domain is boxed (upper panel). In these three species, the total number of amino acids is 255 and 254 for
Srd5al and Srd5a2, respectively. A potential nuclear localization signal is boxed. Amino acid residues implicated in substrate binding are underlined (lower panel). Alignment
was performed with the Clustalw multiple alignment program (http://clustalw.genome.jp/).

Table 1

Percent identity of nucleotide and amino acid sequences of the steroid 5o~-reductases in various mammalian species.

Organism . #AA. % Nucleotides % Amino acids Accession No. # AA. % Nucleotides % Amino acids Accession No.
Srd5al Srd5al Srd5al Srd5al Srd5a2 Srd5a2 Srd5a2 Srd5a2
Hamster 255 100 100 FJ851158 254 100 100 FJ851159
Rat 255 85 83 NM_017070 254 86 85 NM_022711
Mouse 255 82 81 NM_175283 254 85 84 NM_053188
Dog 255 75 64 XM_535799 254 79 73 KXM_532922
Pig - - - - 254 80 75 AF008440
Cow 257 74 66 BC142219 254 79 75 XM_605410
Horse 196" 78 74 AM_001501216 254 80 77 XM_001501522
Monkey 263 74 62 §77162 254 80 74 $77165
Human 259 73 62 NM_001047 254 80 - 74 MN_000348

#A.A = number of amino acid residues.
" Predicted sequence.

With regard to their biochemical properties, the two hamster
Su-reductases exhibited distinctive features resembling those dis-
played by the rat or human isozymes expressed in cultured cells.
Thus, while 5¢-reductase type 1 works at a broad pH that spans
the alkaline range (6.5-9), the 5a-reductase type 2 is only active
at acidic pHs. Likewise, the kinetic analyses showed that the type
2 isoenzyme has an apparent K, for testosterone that is lower than
the value for the type 1 isozyme (Table 2). Based on numerous

studies of tissue distribution patterns and different substrate affin-
ities of the two isoenzymes, Normington and Rusself (1992) pro-
posed that Srd5at plays a catabolic role and that Srd5a2 plays an
anabolic role in the metabolism of T and other steroid hormones.
Tissue distribution studies demonstrated clear differences in the
expression patterns and the regulation of each 5a-reductase. For
example, it was found that 5a-reductase 2 is expressed preferen-.
tially in fetal organs, such as the prostate and male accessory sex
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Fig. 4. Optimal pH and saturation curves of the cloned 5o-reductases. Cellular
homogenates prepared from HEK-293 cells transfected with pcDNA3.1/hSrd5a1 or
pcDNA3.1/hSrd5a2 were incubated with [?H]testosterone and NADPH as a cofactor
over the indicated pH range (upper panel). Alternatively, the enzymes were assayed
at pH 7.5 (middle panel) or pH 5.5 (lower panel) in the presence of varying
concentrations of [*H]testosterone for 10 min at 37 °C (for details see Section 2).

glands (Berman et al., 1995), whereas it is also expressed in the li-
ver, the epididymis and the pituitary in adult tissues (Thigpen
et al., 1993). On the other hand, 5a-reductase 1 is expressed mainly
in peripheral tissues, including the liver, cerebellum, adrenals and
skin. In rats, the hepatic tissue exhibits a unique sexual dimor-
phism in 5a-reductase expression; females exhibit 10-20 times
more type 1 isozyme activity and mRNA than do the males (Russell
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and Wilson, 1994). Likewise, androgens seem to stimulate expres-
sion of the type 2 isozyme but not the type 1 isozyme. In the adult
prostate, DHT regulates its own biosynthesis through a feed-for-
ward mechanism; this kind of autoregulation appears to operate
in adults, but not in fetal tissues {George et al., 1991; Berman
et al,, 1995; Killian et al., 2003).

In this study, the 5a-reductase isoenzymes from HGs exhibited
certain differences in their specific expression patterns. Using real-
time qPCR, the levels of mRNA were found to be higher for Srd5al
than for Srd5a2, but no sexual dimorphism was shown. The
amounts of mRNA of both isoenzymes slightly increased after cas-
tration and were maintained at a low level in testosterone-treated
castrated males; although such differences were not statistically
significant, the data suggests that androgens act on the mRNA lev-
els of both reductases. 1n line with this observation, it has been re-
ported that while the female gland contains a single class of
alveolar cells (type 1) and elevated 5a-reductase activity, the male
HG contains two types of alveolar cells (types 1 and 11) and low en-
zyme activity: however, four weeks after castration, the male gland
is composed of mainly type I cells, which parallels an elevation in
Sa-reductase activity (Vilchis et al., 1994).

In females, the intraglandular mRNA levels for both isoen-
zymes showed variations during the estrous cycle. Srd5al mRNA
was more abundant at metestrous than at other phases of the cy-
cle and was modestly affected by 178-estradiol. Unlike Srd5al,
Srd5a2 was expressed at a higher level at proestrus than at dies-
trus, and its expression levels increased significantly in spayed fe-
males treated with estrogens. Similar variations in somatostatin
(Puig-Domingo et al., 1988) and porphyrin (Payne, 1994) levels
during the estrous cycle have been described previously in ham-
sters; these results agree with a direct role of estrogens on the
HG. The cyclic changes in the expression pattern of both isoen-
zymes are likely due to circulating ovarian steroids, since this or-
gan is a target for sex hormones; in this context we have reported
the presence of intracellular estrogen receptors in the HGs of dif-
ferent vertebrate species (Vilchis et al., 1992b; Chavez et al,
2009).

As mentioned above, androgens are implicated in the regula-
tion of a wide array of physiological processes in the HG (Vilchis
& Perez-Palacios, 1989; Vilchis et al., 1992b, 2006; Payne, 1994),
and although testosterone is the main circulating androgen, evi-
dence exists that DHT is the bioactive androgen at the Harderian
level. In the Syrian hamster, for instance, DHT has been reported
to decrease both ALA-S1 mRNA levels (Dominguez et al.,, 1994)
and the activity of thyroxine 5’-deiodinase in HGs (Rubio et al,
1996). The exogenous administration of DHT also leads to a rapid
increase of N-acethyltransferase activity levels and reduces mela-
tonin content in the glands of spayed females (Marrufo et al.,
1989; Menendez-Pelaez et al, 1990). Additionally, DHT appears
to be involved in the synthesis of large amounts of intraglandular
hemeproteins in both males and females {Vilchis et al., 1996). To-
gether, these observations have underlined the importance of the
steroid 5a-reductase(s) in determining androgen action in the
HG.

In conclusion, we isolated full-length cDNAs for two distinct
steroid 5a-reductases. The cloned isoenzymes are closely related
in nucleoltide sequence and peptide domain homology to mouse,
rat and human 5a-reductases, whereas the expression of their
cDNAs in cultured cells confirms that the proteins encoded by
these transcripts represent the authentic hamster type 1 and 2
5a-reductases. Data from the present study suggest that both
reductases may be physiologically important in the androgen sig-
naling pathway of HG by regulating the local synthesis of DHT.
These results further underscore that not only androgens but also
estrogens, may regulate expression of steroid 5a-reductase genes.
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Table 2
Characteristics of hamster 5at-reductases expressed in transfected HEK-293 cells.
[sozyme pH K (UM) Vimax {pmol/mg protein/min) Cell line Reference
Srd5a1 )
Hamster 6-7.5 7.14 £0.47 314 +0.47 HEK-293 This study
Rat 55-7-5 1-2.5 1300 HEK-293 Normington and-Russell (1992)
Human 6-8 ' 3.5-5.2 220 Cos Andersson and Russell (1990)
Monkey 6.5-8 2 245 CHO Levy et al. (1995)
Srd5a2 .
Hamster 55 . 1.964 + 0.64 248+ 1.3 HEK-293 This study
Rat 5 0.075 300 HEK-293 Normington and Russell (1992)
Human 55 0.7 88 HEK-293 Andersson et al. (1991)
Monkey 5 0.2 86 CHO Levy et al. (1995)
15 SrdBAt Andersson, S., Berman, D.M., Jenkins, E.P., Russell, D.W., 1991. Deletion of steroid
5 18- * 5a-reductase 2 gene in male pseudohermaphroditism. Nature 354, 159-161.
% 14- w Berman, D.M., Tian, H., Russell, D.W., 1995. Expression and regulation of steroid 5a-
Eé’_ . i reductases in the urogenital tract of the fetal rat. Mol. Endocrinol. 9, 1561-1570.
& 1 - % Bhattacharyya, A.K., Collins, D.C., 2001. Site-directed mutagenesis studies of rat 5c-
¢ 1 % 7 reduc_tase (isozyme 1); mutation of residues in the cofactor binding and C-
%08 I _owm . - terminal regions. ]. Steroid. Biochem. Mol. Biol. 77, 177-182. -
g ' 7z E% [ A Buzzell, G.R., Blank, J.L., Vaughan, M.K,, Reiter, R.J., 1995. Control of secretory lipid
P 086 1 7 /%/ ? / droplets in the Harderian gland by testosterone and the photoperiod:
nzs 04 : % % / comparison of two species of hamsters. Gen. Comp. Endocrinol. 99, 230-238.
E qp : : / 1 / ﬁ Chavez, B., Ramos, L., Merchant-Larios, H., Vilchis, F., 2009. Cloning and expression
all % % % / / / of the estrogen receptor-a (Esr1) from the Harderian gland of the sea turtle
0 s . % i bt v (Lepidochelys olivacea). Gen. Comp. Endocrinol. 162, 203-209.
M CM CMeT P E M D CF CFEy CFPs CFER, Dominguez, P., Antolin, L, Boga, J.A., Uria, H., Menendez-Pelaez, A., 1994. Androgen

Fig. 5. Real-time RT-qPCR analysis of 5a-reductase-1 mRNA transcripts. Harderian
gland cDNA samples from intact males (IM); castrated males (CM); castrated males
treated with testosterone (CM +T); intact females at proestrus (P), estrus (E),
metestrous (M) and diestrus (D); castrated females (CF); and castrated females
treated with estradiol (CFE,), progesterone (CFP,) or estradiol plus progesterone
(CFE;P,) were used to amplify specific transcripts of Srd5al by quantitative RT-PCR.
Data represent mean values = S.D. (n = 5). P < 0.05 compared with IM.
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Fig. 6. Real-time RT-qPCR analysis of 5a-reductase-2 mRNA transcripts. Harderian
gland cDNA samples from intact males (IM); castrated males (CM); castrated males
treated with testosterone (CM+T); intact females at proestrus (P), estrus (E),
metestrous (M) and diestrus (D); castrated females (CF); and castrated females
treated with estradiol (CFE,), progesterone (CFP,) or estradiol plus progesterone
(CFE;P4) were used to amplify specific transcripts of Srd5a2 by quantirative RT-PCR.
Data represent mean values +S.D. (n=5). P < 0.05 compared with IM.
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