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RESUMEN
La 5a-reductasa 2 (SRD5A2) desempeiia un papel biolégico importante en el
desarrollo y crecimiento de la prostata, asi como en la diferenciacion sexual de los
genitales externos masculinos. Esta enzima es responsable de la conversion de
testosterona (T) a dihidrotestosterona (DHT) durante la embriogénesis.
Mutaciones inactivantes en el gen SRD5A2 provocan deficiencia de 5a-reductasa
2, un desorden autosOmico recesivo expresado Unicamente en varones 46,XY.
Hasta el momento han sido reportadas aproximadamente 100 mutaciones
diferentes; no obstante, en la gran mayoria de estas alteraciones génicas, los
estudios bioquimicos de este desorden son desconocidos y no dejan en claro la
relacion estructura-funcion ni las consecuencias clinicas de este defecto
congénito. El objetivo del estudio es determinar el efecto que causan las variantes
génicas de SRD5A2 sobre las propiedades cataliticas de la 5a-reductasa tipo 2;
para ello los cDNAs mutados fueron expresados en células HEK-293 y se
determind su actividad enzimatica a una concentracion 4 uM de T. El andlisis de
secuencia (c. 433C>T, ¢.686T>C, c.145G>A/c.265C>G y ¢.145G>A/c.265G>C) y
los ensayos de actividad con estas variantes mostraron la presencia de
aminoécidos estructuralmente funcionales. En este estudio se identificaron
residuos de aminoéacidos (p.R145W, p.F229S, p.A49T/p.L89V, p.A49T/p.vV8IL) de
SRD5A2 que son determinantes para la formacién adecuada de DHT. También se
determind la existencia de sitios o0 regiones propensas a mutaciones inactivantes y
con ganancia de funcién en SRD5A2 mediante el analisis mutacional in silico. Los
resultados remarcan la importancia de una actividad de 5a-reduccion Gptima para

T en la fisiologia masculina.
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INTRODUCCION

Diferenciacién Sexual

Durante la embriogénesis del humano, la diferenciacion sexual se lleva a cabo
mediante tres etapas consecutivas (Jost, 1970). La primera involucra el
establecimiento del sexo cromosomico, el cual se realiza al momento de la
fertilizacion del évulo. En mamiferos el sexo homogamético (XX) corresponde al
sexo femenino y el sexo heterogamético (XY) al masculino. En la segunda etapa,
el sexo cromosémico induce la formacion del sexo gonadal. En humanos, la
integridad estructural de los genes presentes en los cromosomas sexuales y
autosomas es de gran importancia biologica para la determinacion y diferenciacion
sexual masculina o femenina de la gonada primitiva. Aun no se conoce bien el
mecanismo por el cual la informacion genética transforma la gdénada bipotencial en
ovario; sin embargo, se ha reportado que la gonada indiferenciada se desarrolla
como testiculo, cuando es estimulada por el gen SRY. Finalmente, en la tercera
etapa, el sexo fenotipico o anatomico se desarrolla a consecuencia del sexo
gonadal. Para la formacién del fenotipo, las caracteristicas sexuales en ambos

géneros son determinadas y los genitales externos e internos son diferenciados.

En las primeras etapas embrionarias (5% semana), la expresion génica de WT1,
SF1y LIM1 es fundamental para la diferenciacion de la gonada bipotencial (fig. 1).
La expresidn de los genes localizados en el cromosoma Y determinan la
diferenciacion sexual masculina; entre ellos estd el factor determinante del

testiculo SRY (Sex-determining Region of the Y chromosome). Este gen es el
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principal iniciador de la cascada de interacciones genéticas que determinan la
formacion de los testiculos a partir de la gobnada bipotencial. El gen SRY contiene
un solo exén y codifica para una proteina con un motivo de union al DNA, por lo
que actia como un factor de transcripcion nuclear, el cual contiene un grupo de
aminoacidos que se unen al DNA, conocido como caja HMG (por su semejanza
con un grupo de proteinas conocidas como High Mobility Group proteins). Este
factor de transcripcion regula la expresion de otros genes como SOX9, DMRT1/2 y
SF1 (Capel, 1998), desencadenando la formacion de la gbnada masculina. Se ha
descrito que SRY también controla la expresion de enzimas esteroidogénicas

(Haqq et al., 1994).

Ademas, SRY estimula la expresion del factor de transcripcion SOX9, iniciando la
diferenciacion de células del estroma en células de Sertoli. En la ausencia de
SOX9, las células germinales primordiales entran en meiosis, inhibiendo la
formacion de los testiculos. En individuos 46,XX la ausencia de SRY junto con la
activacion de genes como WNT4, DAX1l, RSPOl1l y FOXL2 regulan la
determinacion sexual femenina (fig. 1), permitiendo asi la diferenciacion ovarica

(Biason-Lauber & Chaboissier, 2015).

El desarrollo genital en las primeras etapas del embarazo es indistinguible porque
las génadas estan indiferenciadas. A partir de la séptima semana de gestacion, el
feto humano comienza a presentar tanto conductos de Miller (paramesonéfricos)
como conductos de Wolff (mesonéfricos). Los primeros permiten el desarrollo de

estructuras del aparato reproductor femenino, mientras que los conductos de Wolff
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el desarrollo del aparato reproductor masculino. La diferenciacion sexual femenina
primaria no depende de la accion de las hormonas esteroideas y ocurre incluso en
ausencia de ovarios (Moore et al., 2013), contrario a la diferenciacion masculina, la
cual requiere que se lleve a cabo el desarrollo testicular y la accion de tres
hormonas importantes: la hormona antimilleriana (AMH) y los andrégenos,

testosterona y dihidrotestosterona.

Las células de Sertoli, presentes en el testiculo fetal, secretan AMH (Josso et al.,
1993; Lee & Donahoe, 1993), una glucoproteina que provoca la regresién de los
conductos de Mdller (Baarends et al., 1994); estos permiten el desarrollo de las
trompas de Falopio, Gtero, cérvix y el tercio superior de la vagina en individuos
46,XX (Behringer, 1994). El grado de regresion de los conductos millerianos es
directamente proporcional a los niveles de AMH, siendo ésta el primer marcador
especifico de células de Sertoli expresado en el desarrollo testicular. EI gen que
codifica para esta hormona es regulado por el factor transcripcional SF1 (Shen et

al., 1994).

Alrededor de la 82 semana de gestacion, las células de Leydig se diferencian y
comienzan a secretar andrégenos. Se ha reportado que embriones femeninos y
masculinos tienen el mismo receptor de andrégenos (AR), la Unica diferencia entre
ellos son los niveles de androgenos que reciben (Rey et al., 1996). Los
andrégenos T y DHT interactian con un mismo receptor nuclear, el AR, pero
ejercen diferentes efectos fisiologicos en varones (fig. 1). La T, androgeno

secretado en mayor cantidad por los testiculos, al unirse con su receptor estimula
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la formacién de los genitales internos (conductos deferentes, vesicula seminal y
epididimo) y la espermatogénesis; mientras que la union DHT-AR se encarga de

regular la virilizacion de genitales externos (uretra, escroto y pene) y préstata.

La accién de los andrégenos comienza una vez que la T ha sido transportada al
organo y tejidos blanco. Dentro de la célula, la T se reduce a DHT por accion de la
enzima 5a-reductasa 2 o se aromatiza a estradiol por P450arom (Wilson et al.,
1993), como se describe mas adelante. Diversos estudios realizados revelan que
la alteracion molecular y bioquimica de la 5a-reductasa tipo 2 estd ligada con

desordenes del desarrollo sexual 46,XY (DSD 46,XY) (Chavez et al., 2014).
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Fig. 1. Cascada de eventos moleculares llevados a cabo en etapas tempranas del
desarrollo embrionario humano, durante la diferenciacion sexual.
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Esteroidogénesis

Las hormonas esteroides son clasificadas en glucocorticoides (cortisol),
mineralocorticoides (aldosterona) y esteroides sexuales (progestagenos,
androgenos y estrogenos). En mamiferos, los érganos endocrinos especializados
y primordiales en sintetizar estas hormonas son: las glandulas suprarrenales, los
ovarios, los testiculos, el sistema nervioso central en menor proporcion y
transitoriamente la placenta (Gémez-Chang et al., 2012; Hanukoglu, 1992). La T,
como los demas esteroides, es sintetizada a partir de colesterol. Este puede
proceder de la ingesta dietética o puede ser sintetizado por el organismo a partir
de acetil-Coenzima A (acetil-CoA). En el testiculo, las células de Leydig son las
responsables de la formacion de androgenos. Esta biosintesis de esteroides o
esteroidogénesis se lleva a cabo por medio de diversas enzimas (tabla 1) como
diferentes tipos de citocromo P450, hidroxiesteroide deshidrogenasas vy

reductasas (Miller, 1988; Payne & Hales, 2004).

Tabla 1. Enzimas esteroidogénicas que intervienen en la sintesis de testosterona.

Enzima Gen Funcion
P450scc CYP11A1 Rompe la cadena lateral del colesterol
3B-HSD HSD3B2 3B-hidroxiesteroide deshidrogenacion
P450c17 CYP17 17a-hidroxilacion / Escision del enlace C17-Cyg
17B-HSD HSD17B3 17-cetoesteroide reduccién
P450arom CYP19 Aromatizacién de andrégenos a estrégenos
Sa-reductasa 2 SRD5A2 5a-reduccién de compuestos A*,3 ceto
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En gonadas y corteza suprarrenal, la proteina StAR (Steroidogenic Acute
Regulatory protein) participa en el transporte de colesterol hacia el interior de la
membrana mitocondrial, donde puede ser hidroxilado a pregnenolona por accién
del citocromo P450scc (Cholesterol Side Chain Cleavage enzyme) siendo éste un
paso limitante en la biosintesis de T (Auchus & Miller, 1999). Las primeras etapas
en la sintesis de andrégenos son compartidos entre glucocorticoides,
mineralocorticoides y esteroides sexuales. Por lo tanto, defectos dentro de estos
primeros pasos puede afectar todos o al menos dos de los substratos finales

dentro de los testiculos y las glandulas adrenales (Miller, 1998).

La sintesis de T ocurre a través de dos vias conocidas como A*y A® (Hu et al.,
2010; Sanderson, 2006; Wilson, 1975a); el nombre es asignado en funcion de la
posicion del enlace insaturado de los esteroides intermediarios que se forman
durante los procesos de sintesis de la T (Pozzi, 2001). En el humano, la via

predominante para la sintesis de T es la via A° (fig. 2).
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DEBIDO A MUTACIONES GENICAS DE SRD5A2
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Fig. 2. Via A (letras azules) y A°® (letras rojas) para biosintesis de T y DHT a partir de colesterol.
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La siguiente enzima que juega un rol importante en la biosintesis de andrégenos
es la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B3-HSD) tipo 2 debido a que
biotransforma pregnenolona a progesterona (via A*) en el reticulo endoplasmico
de la corteza suprarrenal y dehidroepiandosterona (DHEA) en androstendiona (via
A°) (fig. 2). Algunas enzimas, como P450c17, catalizan méas de un paso en la via
de sintesis de andrégenos. Esta enzima se encuentra en los ovarios y en los
testiculos y tiene actividad de 17a-hidroxilasa y 17/20-liasa. La actividad 17a-
hidroxilasa cataliza la conversion de pregnenolona a 17a-pregnenolona y la
conversion de progesterona a 17a-hidroxiprogesterona, mientras que la 17/20-
liasa es necesaria para transformar 17a-pregnenolona a DHEA y 17a-
hidroxiprogesterona a androstendiona (Sanderson, 2006; Sewer et al., 2008). La
especificidad del tejido y del sustrato determina si la biosintesis de andrégenos
sigue a través de pregnenolona o progesterona (Samtani et al., 2011). Finalmente,
la  17p-hidroxiesteroide  deshidrogenasa (17B-HSD) tipo 3 convierte
androstendiona en T dentro de los testiculos. La produccion suprarrenal de T es
insignificante (Zhu et al., 1998). La T viaja por torrente sanguineo a tejidos
periféricos hasta ser transportada a las células blanco, donde es convertida a DHT
por la enzima 5a-reductasa tipo 2 y también puede ser biotransformada a estradiol

por accién de la aromatasa (P450arom) (Havelock et al., 2004).
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Mecanismo de accion de los andrégenos

El mecanismo mediante el cual los androgenos, T y DHT, ejercen su efecto
fisiolégico es representado graficamente en la figura 3. La accion de los
androgenos esta mediada por la asociacion de complejos andrégeno-receptor de
androgenos (A-AR) (Russell & Wilson, 2014), este complejo depende de mdltiples
proteinas y/o factores transcripciones involucrados en su activacion, transporte

hacia el nucleo y su union con el DNA (Jenster et al., 1993; Shaffer et al., 2004).

Los receptores de hormonas esteroides son proteinas intracelulares que, al unirse
con su ligando, activan la transcripcidon y la expresion de genes esteroide-
dependientes (Wilson & Davies, 2007); entre ellos se encuentra el AR, el cual es
un factor de transcripcién nuclear que controla la expresion de genes andrégeno-
dependientes (Hughes, 2001). Estructuralmente, el AR esta constituido por tres
dominios: el de activacion de la transcripcion (extremo N-terminal) y dos dominios
altamente conservados que son el de unién al DNA (dos dedos de zinc) y el de
union a los andrégenos (region C-terminal) (Jenster et al., 1991; Simental et al.,

1991).

Los androgenos entran la célula blanco por difusiéon pasiva y se unen al AR, el
cual sufre un cambio conformacional, una fosforilacion de los residuos de serina
(16, 81, 94, 256, 308, 424 y 650) y la disociacion de las proteinas de choque
térmico (HSP90, HSP70, HSP56/P59) las cuales mantienen inactivo al receptor en

ausencia del ligando (Green et al., 2012). Todo esto incrementa la afinidad del AR
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por componentes nucleares y penetra en el nucleo. T es el esteroide que
predomina en la célula (Grino et al., 1990), pero DHT ocupa la mayoria de los

receptores al tener mayor afinidad con el AR (Steers, 2001).

El complejo A-AR activado puede formar homodimeros a través de la interaccion
antiparalela entre el dominio amino y carboxilo terminal. La interaccion del AR
(mediante los denominados dedos de zinc) con los elementos de respuesta para
andrégenos (ERA) permite la formacién estable del complejo A-AR. Los ERA son
secuencias consenso de nucledtidos y se encuentran ubicados rio arriba del sitio

de inicio de la transcripcion.

En conjunto, el complejo transcripcional modifica la estructura de la cromatina,
interviene en el reclutamiento de la RNA polimerasa tipo Il e induce los
mecanismos de transcripcién, induciendo asi la biogénesis de proteinas
andrégeno-reguladas, las cuales ejercen efectos sobre la diferenciacion sexual

(Deslypere et al., 1992; Steers, 2001).
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Membrana
nuclear

Membrana
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@ T >AR DNA
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Proteina
v
(H Globulina(Proteinatransportadora) Efecto

Fisiologico
Testosterona

Dihidrotestosterona

. Sa-Reductasa

Receptor de Androgenos

Fig. 3. Mecanismo de accion de T y DHT. La T circulante es transportada a tejidos
periféricos unida a proteinas plasmaticas (globulina principalmente), hasta llegar a las
células blanco donde, por su liposolubilidad, atraviesa facilmente la membrana celular.
Una vez en el citoplasma, T es convertida a DHT por la enzima 5a-reductasa tipo 2.
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5a-Reductasatipo 2

Se han caracterizado dos 5a-reductasas humanas (tipo 1 y 2) con distintas
propiedades bioquimicas y farmacolégicas. Las 5a-reductasas son dependientes
exclusivamente del cofactor nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADPH).
El NADPH proporciona el ion hidrégeno para el carbono 5, mientras que un proton,
a partir de la molécula de H,O, es transferido al carbono 4 (Bjorkhem, 1969;
Bjorkhem & Holmberg, 1973) (fig. 4). Estas enzimas se localizan en los
microsomas y catalizan la reduccion de esteroides Ci9 y C,; que poseen un doble
enlace C,-Cs y un grupo ceto en la posicién C3 como T, A*-androstendiona y
progesterona (Zhu & Imperato-Mcginley, 2008). El papel fisiolégico més conocido
y mejor estudiado de estas enzimas (principalmente la 5a-reductasa tipo 2) es la
transformaciéon de T a DHT, andrégeno responsable del desarrollo normal de los
genitales externos masculinos, la préstata y de la virilizacion durante la pubertad
(Wilson, 1975). La 5a-reductasa tipo 2 es la isoforma predominante en tejido

prostatico normal (Audet-Walsh et al., 2017).

OH OH

5a-Reductasa

F %

NADPH + H™ NADP™

o) (0] i
H

Testosterona Dihidrotestosterona

Fig. 4. Reaccién enzimatica efectuada por las 5a-reductasas.
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La enzima 5a-reductasa 1 (EC 1.3.99.5) es una proteina de 259 aminoéacidos, con
un peso molecular de 29 kDa aproximadamente (Andersson & Russell, 1990). Su
expresion ha sido detectada principalmente en piel, riidon y cuero cabelludo
(Andersson & Russell, 1990; Jenkins et al., 1992); ademés de encontrarse en
ovario y testiculo (Russell & Wilson, 2014). El gen que codifica para esta enzima
es denominado SRD5A1, se encuentra en el cromosoma 5 (banda pl15) y contiene
5 exones y 4 intrones, abarcando 35 Kb de DNA gendmico (Andersson & Russell,

1990; Jenkins et al., 1991).

El gen SRD5A2 que codifica para la 5a-reductasa tipo 2 humana (EC 1.3.1.22) se
encuentra localizado en el cromosoma 2 (banda p23) y esta constituido por 5
exones separados por 4 intrones que abarcan cerca de 40 Kb del DNA gendémico
(Vilchis & Chévez, 2002). La proteina tipo 2 contiene 254 aminoacidos y un peso
molecular de 28 kDa, presentando un 60% de identidad con la isoenzima tipo 1
(Russell & Wilson, 2014). Se ha reportado que ambas isoenzimas estan
compuestas de un elevado nimero de aminoacidos hidrofébicos, lo que permite
una localizacion intrinseca en la membrana, y tienen una K, aparente (3-10 uM)
muy similar para el cofactor NADPH. Por otra parte, el gen SRD5A2 presenta 2
polimorfismos localizados en el codon 49 (A49T) y 89 (V89L) (Labrie et al., 1992;

Vilchis et al., 1997).

La 5a-reductasa 2 tiene una mayor afinidad por los sustratos esteroides que la tipo
1 y un pH o6ptimo acidico muy estrecho (4.5-5.5) (Normington & Russell, 1992;

Silver et al., 1994; Vilchis & Chavez, 2002); se expresa principalmente en tejido
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gonadal y prostatico (tabla 2). Mutaciones en SRD5A2 provocan deficiencia de 5a-
reductasa tipo 2, un desorden congénito de diferenciacion sexual caracterizado
por presentar clinicamente hipospadias perineoescrotales, criptorquidia,
micropene y pseudovagina (Andersson et al., 1991). Un mecanismo alterno de
deficiencia enzimatica ha sido descrito para disomia uniparental (Chavez et al.,
2000). Ademas, la actividad de la 5a-reductasa 2 parece estar asociada con la
etiologia de varias alteraciones endocrinas tales como hiperplasia benigna
prostatica, alopecia androgénica, acneé, hirsutismo femenino y muy probablemente

cancer de prostata (Giwercman et al., 2005).

Tabla 2. Comparacion de las isoenzimas esteroides humanas 5a-reductasa 1y 2.

Caracteristicas Sa-reductasa 1 Sa-reductasa 2
Gen SRD5A1 SRD5A2
Estructura del gen 5 exones y 4 intrones 5 exones y 4 intrones
Localizacion 5p15 2p23
Tamafo 259 aa 254 aa
Peso Molecular 29.4 kDa 28.3 kDa
pH 6ptimo 7.5 5.0
Distribucion tisular Rmon,_ piel, prgstata, Tejld_o urogenlta!
ovario y testiculo masculino y femenino
Km para Testosterona 4 uM <1 puM
Actividad en deficiencia Normal Mutada
de 5a-reductasa

Modificado de Russell & Wilson, 2014.
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Deficiencia de 5a-Reductasa tipo 2

La deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 (OMIM #264600) es un desorden del
desarrollo sexual 46,XY relativamente raro (Hughes et al., 2006) que resulta en
niveles bajos de DHT y diferenciacion incompleta de los genitales externos. Los
individuos afectados presentan un cariotipo 46,XY, parcial o totalmente incapaces
de convertir T a DHT. Al nacimiento presentan genitales ambiguos, caracterizados
comunmente por ausencia de conductos de Miller pero presencia de conductos
de Wolff (Imperato-Mcginley & Zhu, 2002; Wilson et al., 1993) estos conductos
permiten el desarrollo de estructuras reproductivas internas masculinas (vasos
deferentes, vesiculas seminales y epididimo) y estructuras externas femeninas
(labios mayores y menores y una vagina corta que termina en fondo ciego),
ademas de micropene e hipoplasia prostatica. Los testiculos se encuentran en el
canal inguinal o en los pliegues labio-escrotales y si éstos llegan a descender, la
espermatogénesis se presentan de forma habitual (Imperato-McGinley & Zhu,
2002). Debido a que no hay un fenotipo especifico en individuos 46,XY afectados,
el cuadro clinico es heterogéneo y también puede incluir un fenotipo masculino
completo con hipospadias o0 Unicamente micropene (Bahceci et al., 2005;
Carpenter et al., 1990; Hackel et al., 2005; Hiort et al.,, 1996; Warne & Zajac,

1998).

Los DSD 46,XY a causa de una deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 son debido a
una alteracion autosémica recesiva. Dado que la 5a-reductasa 2 no juega un rol

esencial en la fisiologia endocrina de las mujeres, alteraciones génicas en el
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SRD5A2 no tienen repercusiones fenotipicas en ellas, de tal suerte que las
homocigotas o heterocigotas tienen un fenotipo femenino normal (Imperato-
McGinley & Zhu, 2002), se desarrollan con normalidad en la pubertad, tienen
ciclos ovulatorios menstruales y son completamente fértiles (Chavez et al., 2000,
2014; Vilchis et al., 2008, 2010); sin embargo no presentan vello en piernas ni en

brazos (Russell & Wilson, 1994; Vilchis et al., 1997).

Se han reportado diversas mutaciones esparcidas a lo largo de los 5 exones de
SRD5A2 (fig. 5), desde mutaciones puntuales hasta deleciones del gen completo;
siendo la mayoria mutaciones con sentido erréneo; aunque, codones de paro
prematuros y pequefias deleciones también han sido descritas (Imperato-Mcginley
& Zhu, 2002; Thigpen et al., 1992; Wilson et al., 1993; Zhu et al., 1998). Estas
mutaciones pueden ocasionar variaciones o pérdida en la actividad enzimatica; la
union incorrecta del sustrato y/o el cofactor con la isoenzima; blogqueo en la
sintesis de la isoenzima funcional (deleciones, mutaciones sin sentido,
anormalidades en el corte y empalme); o una isoenzima inestable y alteraciones
de la sintesis de la enzima por mutaciones (aun no caracterizadas) fuera de la
secuencia codificante que perjudican la expresion de los productos génicos (Can
et al., 1998; Russell & Wilson, 1994; Wigley et al., 1994). Aun con todo lo anterior,
no se ha establecido una correlacion entre la genética de la enfermedad con un

defecto bioquimico en particular (Imperato-McGinley & Zhu, 2002).
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Fig. 5. Mutaciones identificadas en el gen SRD5A2 relacionadas con la deficiencia de 5a-
reductasa tipo 2 reportadas a la fecha. Las mutaciones mas frecuentes estan en negritas.
(Laboratorio de Bioquimica Hormonal, Depto. de Biologia de la Reproduccién, INCMNSZ).

Las mutaciones de SRD5A2 pueden clasificarse en dos grandes categorias
(Bahceci et al., 2005) dependiendo de la frecuencia y la poblacién donde se
presenten: mutaciones recurrentes, porque han sido reportadas en diferentes
poblaciones (Russell et al., 1994; Wilson et al., 1993) y mutaciones en grupos
étnicos especificos (Hochberg et al.,, 1996; Mazen et al., 2003; Thigpen et al.,
1992; Wilson et al., 1993). Se piensa que su alta incidencia se debe a un efecto
fundador génico presente en aislamientos geograficos de personas con un alto
indice de endogamia (Imperato-McGinley & Zhu, 2002). La consanguinidad esta
presente en aproximadamente un tercio de los pacientes reportados, y la historia

familiar es positiva en el 40% de las familias analizadas (Wilson et al., 1993).

ERIKA BAEZA PONCE



ALTERACIONES EN LA ACTIVIDAD DE 5a-REDUCTASA TIPO 2 DEBIDO A MUTACIONES GENICAS DE SRD5A2

A la fecha se han reportado alrededor de 100 alteraciones génicas diferentes de
SRD5A2 en pacientes con deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 (Nordenskjold &
Ivarsson, 1998; Vilchis et al., 2000; Wilson et al., 1993; Zhu et al., 1998),
incluyendo las tres grandes familias de pseudohermafroditas masculinos con
deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 en el mundo: Republica Dominicana, Nueva
Guinea y Turquia. Estas mutantes abarcan inserciones, deleciones, mutaciones
erroneas, sin sentido y sinénimas, delecion completa del gen y al menos dos
variantes polimorficas; de éstas, aproximadamente el 65% son sustituciones de
una base que provocan cambio de un aminoacido. Los afectados en Nueva
Guinea son los Unicos en tener una delecion de toda la secuencia codificante del
gen SRD5A2 (Wilson et al., 1993). Con excepcidén de un caso Unico de disomia
uniparental (Chavez et al., 2000), muchos pacientes con esta enfermedad son
homocigotos (65%) o heterocigotos compuestos (35%) para mutaciones con

pérdida de funcion (Maimoun et al., 2011; Vilchis et al., 2010).

Los individuos que padecen deficiencia de 5a-reductasa presentan: 1) niveles
normales o elevados de T en plasma; 2) bajos niveles de DHT en plasma; 3)
incremento en la proporcion de T con respecto a DHT en plasma; 4) disminucién
de la conversion de T a DHT in vivo al igual que de la produccion de metabolitos
androgénicos 5a-reducidos y 5) disminucion urinaria y sanguinea de 5a-
androstendiol y androstendiona (productos finales principales del metabolismo de
DHT) (Imperato-Mcginley & Zhu, 2002; Wilson et al., 1993). Existe otra categoria
de pacientes en la cual la actividad de 5a-reductasa es medible pero presenta un

comportamiento cinéticamente anormal. La 5a-reductasa de estos pacientes tiene
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una K, aparente normal para T, pero la afinidad de la enzima para reducir NADPH
se encuentra disminuida y como consecuencia la enzima es inestable (Wilson et

al., 1993).

El diagndstico de la deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 requiere una combinacion
de estudios clinicos , endocrinoldgicos y de funcion enzimatica, como: analisis del
arbol genealogico, andlisis genético-moleculares y analisis de la actividad de 5a-
reductasa 2 en fibroblastos de piel cultivados (Can et al., 1998; Imperato-McGinley
et al.,, 1985, 1987). En el recién nacido, las caracteristicas de un DSD 46,XY
debido a la deficiencia de 5a-reductasa 2 se pueden confundir con las de otros
DSD como el sindrome de insensibilidad a los andrégenos (parcial) o defectos

asociados a la biosintesis de T (Wilson et al., 1993).

Bajo condiciones normales, los adolescentes y adultos jévenes masculinos,
presentan niveles normales de T en suero (300-1000 ng/dL), niveles bajos de DHT
y niveles normales o elevados en la relacion T-DHT en evaluaciones hormonales
basales. La medicion de DHT suele ser complicada, ya que la cantidad de T en
suero es 10 veces mas alta que la de DHT (Mendonca et al., 2016), asi que para
obtener una medicién precisa se deben utilizar pruebas inmunoldgicas especificas,

como estuches de radioinmunoensayos (Costa et al., 2012).

Otra manera de diagnosticar la deficiencia de 5a-reductasa es midiendo los
esteroides urinarios por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas (GC-MS) para determinar la relacion entre esteroides 5a y 53-reducidos en
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orina (Wilson et al., 1993). Niveles extremadamente bajos de la relacion de estos
metabolitos esteroides en orina es patognomonico para la deficiencia de 5a-
reductasa 2 (Chan et al., 2013). Esta determinacion es especialmente Util cuando
los testiculos fueron previamente removidos, al igual que la determinacion de T y
DHT en plasma después de la administracion intravenosa de esteres de T (Wilson
et al., 1993). De cualquier forma, el diagndstico definitivo requiere la confirmacién
por secuenciacion de DNA para identificar la mutacién en el gen de la 5a-

reductasa 2 y con ello facilitar la decision al momento de asignar el sexo.
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ANTECEDENTES

La enzima 5a-reductasa tipo 2, codificada por el gen SRD5A2, es fundamental
para la transformacion de T a DHT durante la embriogénesis humana. Estudios de
genética molecular revelan que alteraciones en este gen resultan en deficiencia de
5a-reductasa tipo 2, enfermedad en la cual individuos 46,XY presentan genitales

ambiguos al nacimiento (Wilson et al., 1993).

A través de los 5 exones que conforman el gen SRD5A2 se han identificado cuatro
polimorfismos y mas de 100 mutaciones, pero se conocen las consecuencias
bioquimicas de muy pocas de ellas. Asimismo, observaciones recientes sugieren
gue no todas las alteraciones génicas en SRD5A2 abaten la actividad catalitica de
la enzima. En apoyo a este planteamiento, se analizaron mutaciones (p.R145W,
p.P212R, p.F229S) y variantes polimoérficas (p.A49T y p.V8IL) previamente
identificadas en pacientes diagnosticados clinicamente con deficiencia de 5a-
reductasa tipo 2, en las cuales se desconoce (exceptuando el codén 212) su

actividad enzimatica.

El polimorfismo més estudiado del gen SRD5A2 es V89L, el cual, por si solo, no
juegan ningun rol en la deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 (Vilchis et al., 1997). Por
el contrario, la variante polimérfica A49T presenta una Vmax MAas alta que la enzima
de tipo silvestre (Makridakis et al., 1999; Ross et al., 1998), por lo que incrementa

la actividad de la enzima 5a-reductasa 2. Estudios previos demuestran que la
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mutante p.P212R abate totalmente la actividad catalitica (Vilchis et al., 2000),

razon por la cual se considerd, en este estudio, como control negativo.

La estructura génica Yy la distribucion de cada variante analizada en este estudio
son representadas esqueméaticamente en la figura 6. La imagen muestra la
localizacion cromosomica, la estructura génica y las mutaciones evaluadas. Las
variantes de SRD5A2 que estan relacionadas con la deficiencia de 5a-reductasa

tipo 2 fueron localizadas en el exén 1, 2 y 4, principalmente.

Cromosoma 2p23.1

A
[ A

p.A49T/p.V8IL

L89 p.R145W p.P212R

gDNAS5’ _[ Exén 1 _[ Exén 2 _[ Exén 3 _[ Exén 4 —[ Ex6n 5 ]_ 3’

V&9 p.F2295

p.A49T/p.L89V

Fig. 6. Diagrama esquematico de las variantes génicas de SRD5A2 descritas en este estudio.
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HIPOTESIS

“Cambios puntuales en regiones especificas del gen SRD5A2 que codifica para la
enzima 5a-reductasa humana tipo 2 pueden generar alteraciones en su capacidad

catalitica, dando origen a variantes con pérdida o ganancia de funcién”.
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OBJETIVOS

General

Determinar el efecto que causan las variantes génicas de SRD5A2 sobre la

actividad enzimatica de la 5a-reductasa tipo 2.

Particulares

v' Expresar cada una de las alteraciones génicas seleccionadas (p.R145W,
p.P212R y p.F229S) y las dobles variantes (p.A49T/p.L89V y p.A49T/p.V89L)
del cDNA de SRD5A2 en células HEK-293 para cuantificar su actividad

enzimatica usando Testosterona-[°*H] como sustrato.

v Determinar el efecto que tienen las variantes génicas de SRD5A2 sobre la
capacidad activante o inactivante de la enzima, analizando la actividad a una

concentracion 4 uM de T en ensayos enzimaticos funcionales in vitro.

v' Conocer la estructura funcional de la 5a-reductasa humana tipo 2
implementando el uso de programas bioinformaticos para simular los cambios
estructurales producidos por mutaciones especificas en replicas virtuales de la

proteina.
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METODOLOGIA

Preparacion de células para transfeccion

Para este procedimiento se utilizé como modelo de estudio la linea celular HEK-
293 (células embrionarias de riidbn humano). Las células fueron descongeladas y
colocadas en un tubo Falcon de 15 mL con 4 mL de medio DMEM completo
[(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), SFT (Suero Fetal Bovino) al 10% y como
antibioticos Penicilina-Estreptomicina al 1%]; lo anterior fue centrifugado por 5 min
a 1000 xg. El precipitado celular fue resuspendido en 1 mL de medio DMEM
completo y colocado en una caja de cultivo celular de 25 mL. Las células se
observaron al microscopio para verificar su viabilidad y ser almacenadas a 37°C y

5% de CO, hasta obtener un 80% de confluencia.

Una vez que se verifico la adherencia de las células a la caja de cultivo celular, se
prosiguié a subcultivarlas; para ello se decanté el medio que contenian y se
afiadieron 4 mL de PBS (solucién amortiguadora de fosfato salino, Sigma-Aldrich),
se mezcld y decantdé suavemente éste Ultimo y se agregd 1 mL de tripsina para
desprender las células (por un periodo maximo de 2 min) y finalmente se coloco

medio DMEM completo (5 mL).

Las células fueron transferidas a una caja de cultivo de 75 mL (que previamente
contenia 10 mL de medio DMEM completo) e incubadas a 37°C y 5% de CO,
hasta lograr una confluencia del 80%. Para preparar las células para la

transfeccion se retir6 el medio que contenian, se lavaron con 3 mL de PBS y se
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despegaron con 2 mL de tripsina; esta ultima fue inactivada con 6 mL de medio
DMEM-SFT sin antibidticos. Las células se contabilizaron en una camara
Neubauer con el fin de tener 600,000 células por pozo. Finalmente, fueron

adicionados 2 mL de medio DMEM-SFT a cada pozo.

Transfeccién

El plasmido pCMV6-XL4 (fig. 7) de OriGene Technologies, Inc. (Rockville, MD,
USA) que contenia el cDNA que codifica para SRD5A2, fue transfectado en
células HEK-293 y usado como cadena templado para la construccion de las
variantes descritas en la tabla 3. El cDNA de las dobles mutantes fue expresado

en un mismo plasmido. La secuencia nucleotidica de los constructos finales fueron

confirmadas por secuenciacion.

CMV promot

3,
Sacl

T7 promoter
M13 reverse
Smal

Amp resistant gene

pCMV6E-XL4
(4707bp)

PolyA signal

ColE1 ori

T7 M13 reverse

Fig. 7. Representacion esquematica del plasmido utilizado en la transfeccion. Se muestran
los sitios que son importantes para que éste funcione adecuadamente. CMV= promotor de
citomegalovirus, Amp= dgen de resistencia a ampicilina, PolyA signal= sefial de
poliadenilacion, f1 ori= origen de replicacién, SV40 ori= origen de replicacion, MCS= sitio
de clonacion multiple.

ERIKA BAEZA PONCE




ALTERACIONES EN LA ACTIVIDAD DE 5a-REDUCTASA TIPO 2 DEBIDO A MUTACIONES GENICAS DE SRD5A2

La transfeccion transitoria fue llevada a cabo 24 h después de cultivar las células
utilizando el reactivo FUGENE® HD Transfection Reagent (Roche®) y de acuerdo
a las instrucciones del proveedor. Para el analisis de cada variante y del wild-type,
se agreg6 1 ug de cDNA (1 pg/pL), 100 pL de DMEM (sin antibiéticos ni SFT) y 6
puL de FUGENE®. Lo anterior se homogeneiz6 e incub6 a temperatura ambiente
durante 15 min para después adicionar 107 pL de esta mezcla FUGENE-DNA a
cada pozo, homogeneizando e incubando a 37°C y 5% de CO, por 24 h. La
concentracion 'y pureza del cDNA transfectado fue determinado
espectrofotométricamente (260/280 nm). Para confirmar que la transfeccién se
realizd exitosamente, se llevaron a cabo experimentos simultaneos utilizando
células HEK-293 sin plasmido, células con cDNA silvestre y células con las

variantes génicas seleccionadas.

Tabla 3. Variantes génicas de SRD5A2 analizadas.

Localizacion Cambio de base Variante
- - S/IP
Exon 1 265C L89
Exon 1 265G V89
Exon 1 €.145G>A/ ¢.265C>G p.A49T/p.L89V
Exén 1 €.145G>A/ ¢.265G>C p.A49T/p.V8IL
Exén 2 c.433C>T p.R145W
Exén 4 €.635C>G p.P212R
Exon 4 c.686T>C p.F229S
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Actividad de 5a-reductasa 2 en células HEK-293 transfectadas

En tubos cdnicos de 12 x 75 mm se afadié testosterona (4 uM) y testosterona
marcada radiactivamente (T-[*H]) (70 Ci/mmol equivalente a 400,000 dpm)
dejandose reposar durante 24 h para evaporar el etanol en el que estaba inmersa
la T (por triplicado). Terminando la incubacion se retiré el medio contenido en cada
pozo, se afiadi6 1 mL de PBS y cuidadosamente, las células se despegaron y
colocaron en un tubo Falcon de 15 mL (lo anterior se repiti6 para asegurar que
todas las células fueran recolectadas). Los tubos fueron centrifugados a 1000 xg
por 5 min. El precipitado celular fue resuspendido con 1 mL de PBS y puesto en
hielo para mas tarde lisar las células con ayuda de un sonicador Ultrasonic
Processor a 36% de amplitud, durante 5 s (por triplicado). En el tubo de ensayo
que contenia T-[*H] y T (4 uM) fueron colocados 100 pL de solucién TC (TRIS-
Citrato, pH=8.0), 0.5 mM de NADPH (cofactor) y 90 pL del lisado celular. La
mezcla anterior se incub6é a 37°C durante 15 min. Los ensayos se hicieron por
triplicado. También se determinaron proteinas totales, tal como se describe méas

adelante.

Extraccion del esteroide

Transcurrida la incubacion de 15 min, a cada tubo se le agreg6é 1 mL de acetato de
etilo saturado y se mezcldé en vortex durante 1 min, para después centrifugar a
1000 xg por 5 minutos. De cada tubo se tomd 1 mL de la fase organica y se colocé
en un tubo coénico (se repiti6 el procedimiento con cada uno de los tubos por

triplicado). Se evaporo el acetato de etilo y se resuspendio el esteroide con 500 pL
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de metanol. Posteriormente se colocaron 10 puL en un vial que contenia 5 mL de
liguido de centelleo. Esta mezcla se homogeneizé en el vortex y se introdujo en un
contador de liquido de centelleo (PACKARD). Al obtenerse las lecturas, se
hicieron los célculos necesarios para obtener 100,000 dpm de las 400,000
iniciales. Con el fin de identificar al sustrato y al producto, se afiadié 2 ug/mL de
los estandares internos 3a y 3B-Androstendiol, T, DHT, A*Androstendiona y 5a-
Androstandiona a una serie de tubos, seguido de 100,000 dpm de T-[*H]. Cuando
se evaporo totalmente el etanol se agregaron 6 gotas de metanol-cloroformo (1:1)

y con ayuda de un capilar el contenido se transfirié a una placa cromatografica.

Cromatografia en capa fina

Para confirmar la presencia de DHT se realiz6 una cromatografia en capa fina
(fase normal), empleando cromatofolios de gel de silice (Merck KGaA) como fase
estacionaria. Se utilizaron dos camaras de elucion con las fases moviles
siguientes: el sistema A contenia 5 mL de metanol y 196 mL de cloroformo; el
sistema B contenia 20 mL de éter etilico y 180 mL de cloroformo. Se introdujeron
los cromatofolios en el sistema A y se retiraron hasta que el eluyente los cubriera
completamente dejandolos secar para repetir el procedimiento, pero ahora

utilizando la camara B.

Se rocio suficiente cantidad de solucion reveladora (0.5 ml de p-anisaldehido, 50
mL de acido acético y 1 mL de acido sulftrico) en las cromatoplacas y fueron

ligeramente calentadas, revelando una pequefia mancha de color, correspondiente
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a cada uno de los andrégenos colocados inicialmente. Cada una de estas marcas
fue recortada del cromatograma y colocada en viales perfectamente etiquetados.
A cada vial se le agregd 1 mL de etanol y se mezcld; en seguida se agregaron 5
mL de liquido de centelleo y se mezcld de nuevamente, para mas tarde analizarse
en un contador de liquido de centelleo. Al obtener las dpm totales, se realizaron
los calculos correspondientes para conocer el contenido de DHT obtenido en cada

uno de los viales.

Cuantificaciéon de proteinas

Para determinar los niveles de proteina total, se disolvieron 100 mg de azul de
Comassie en 50 mL de etanol al 95%. A esto se le adicionaron 100 mL de &cido

fosférico al 85% y se aforé a 1000 mL con H,O bidestilada-desionizada.

Para la preparacion de la curva patron se realiz6 una solucion Stock, disolviendo
10 mg de BSA (Albumina de Suero Bovino) en 10 mL de SSI (Solucion Salina
Isotonica). Soluciones de 5 diferentes concentraciones fueron un punto en la curva
patrén: 0 pg, 25 ug, 50 pg, 75 pug y 100 pg. Se adicionaron 5 mL del reactivo de
Comassie a cada tubo que contenia las proteinas, se mezcl6 en vortex y se dejo
reposar durante 2 min para mas tarde leer en el espectrofotometro a una longitud

de onda de 595 nm (A= 595 nm).
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RESULTADOS

La determinacion de la actividad de 5a-reductasa tipo 2 en células HEK-293
transfectadas con el cDNA de tipo silvestre (wild type) y con el de las mutantes
construidas, inici6 con la separacidon de los esteroides formados mediante
cromatografia en capa fina. Después de ser eluida por ambas fases (A y B), la
cromatoplaca fue revelada con el reactivo p-anisaldehido sulftrico, previamente
mencionado y calentada hasta observar la aparicién de la coloraciéon azul-violeta.
Los resultados mostraron el aislamiento de la DHT formada a partir de T-[*H] (fig.
8). La identificacion de DHT se realiz6 mediante la comparacion con una mezcla

de andrégenos (estandares internos).

& ; 5 * : Q = > A"Androstendiona

' ' . . . ‘ ® . —> Testosterona
. . . . . . . . [~ Androstandioles

1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 8. Cromatografia en capa fina de la extraccion de esteroides. Al ser una prueba
cualitativa, las manchas coloridas indican la presencia de cada uno de los esteroides
aislados. Los numeros indican los controles y mutantes para la 5a-reductasa 2. 1= S/P (sin
plasmido), 2= L89, 3= V89, 4= p.A49T/p.L89V, 5= p.A49T/p.V8IL, 6= p.R145W, 7=
p.P212R, 8= p.F229S. n=3.
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Con la finalidad de conocer las consecuencias bioquimicas de las mutaciones
erroneas (p.R145W 'y p.F229S), mutaciones heterocigotas compuestas
(p-A49T/p.L89V y p.A49T/p.VBIL) y otras previamente descritas (p.P212R),
identificadas a partir de pacientes con deficiencia de 5a-reductasa tipo 2, se llevé a
cabo un analisis in vitro transfectando, en cultivos celulares eucariontes, los
vectores de expresion que contenian el cDNA silvestre y el cDNA mutado con
cada una de las sustituciones correspondientes y se determind cuantitativamente
la conversion de T-[*H] a DHT-[?H]. Para ello se analiz6 un control interno, que
consistia en células ausentes de plasmido (S/P); seguido de un control negativo
(p.P212R), elegido porque ya esta caracterizado (Vilchis et al., 2010) que una
arginina localizada en la posicion 212 en lugar de una prolina afecta
considerablemente la actividad enzimatica. El control positivo en este experimento
fue L89 (WT). Los resultados obtenidos se muestran en funcion de la cantidad de

DHT formada (pmol DHT) por hora (h™) por miligramo de proteina (mg P™) (fig. 9).

Se ha reportado en la poblacibn mexicana la existencia de un polimorfismo en el
codon 89 del gen de la 5a-reductasa 2 (Vilchis et al., 1997), en el cual se presenta
una leucina en lugar de una valina; sin embargo, este cambio de aminoéacido no
tiene repercusiones en el desarrollo fenotipico masculino. En los resultados
obtenidos, L89 presenta un 30% mas de actividad comparada con V89, lo que
conlleva a una menor produccion de DHT. Al analizar la actividad enzimatica de
estas variantes polimorficas en conjunto con A49T, se observa que la doble
variante p.A49T/p.L89V incrementa la produccion de DHT al doble, con respecto al

wild-type (L89) y un incremento casi triplicado comparado con V89. Por el
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contrario, la doble variante p.A49T/p.V89L abate la actividad enzimatica casi en su

totalidad (fig. 9).
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Variantes de SRD5A2

Fig. 9. Actividad in vitro de las variantes génicas de SRD5A2 evaluadas. Para los
experimentos se utilizaron células HEK-293 transfectadas con el cDNA silvestre y el
mutado; las células fueron incubadas a 37°C durante 15 min, pH= 5.5 y en presencia de
500 puM de NADPH (cofactor). n= 3.

La mutacion p.R145W situada en el exén 2 es originada por una transicion C->T,
en la posicion 433, provocando que la secuencia codifique para el aminoacido
triptéfano en lugar de arginina (Arg>Trp). Del mismo modo, en el exén 4 se
localizan dos mutantes, la primera es una transversion C->G en el codén 212.
Esta mutacion puntual es responsable de la sustitucion del aminoacido prolina por

arginina (Pro>Arg). La segunda mutante presenta un cambio de base (T->C) en

ERIKA BAEZA PONCE



ALTERACIONES EN LA ACTIVIDAD DE 5a-REDUCTASA TIPO 2 DEBIDO A MUTACIONES GENICAS DE SRD5A2

la posicion 686, lo que conduce a la sustitucion de fenilalanina por serina

(Phe—>Ser) en el coddn 229.

Los experimentos de actividad de 5a-reductasa tipo 2 realizados in vitro muestran
que las Gltimas tres mutaciones disminuyen la conversién de T-[°*H] a DHT hasta
un 10%, 16% y 3%, respectivamente, comparandolo con el WT (fig. 9);
confirmando asi que p.R145W, p.P212R y p.F229S afectan severamente la

habilidad de la enzima para sintetizar DHT.

Adicional a lo anterior, el efecto patogénico de las mutaciones fue examinado
mediante tres diferentes programas bioinforméticos de prediccion de mutaciones:

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2, http://genetics.bwh.harvard.edu/pph

2/), SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant, http://sift.jcvi.org/www/SIFT_seq_submi

t2.html) y PROVEAN (Protein Vatiation Effect Analyzer, http://provean.jcvi.org/in

dex.php). Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Cuadro comparativo de las tres bases de datos utilizadas en el andlisis in silico
de las mutaciones en SRD5A2. Las dobles sustituciones fueron analizadas por separado.

Variantes PolyPhen-2 SIFT PROVEAN
0.A49T Probablgmente Funcion proteica Perjudicial
dafina afectada
p.L89V Benigna Tolerada Neutral
0.R145W Probablgmente Funcion proteica Perjudicial
dafiina afectada
0.P212R ProbabNIQmente Funcion proteica Perjudicial
dafiina afectada
p.F229S Postljblg_mente Tolerada Neutral
afina
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DISCUSION

La enzima 5a-reductasa tipo 2 desempefia un papel fundamental durante el
desarrollo embrionario, ya que esta isoenzima es clave para la transformacion de
T a DHT e inducir un programa de diferenciacion sexual que conlleva al desarrollo
de los genitales externos masculinos y la prostata. Ademas, la expresion del gen
SRD5A2, parece estar asociada con la etiologia de varias alteraciones enddcrinas
tales como hiperplasia benigna prostética, alopecia androgénica, acné, hirsutismo
femenino y muy posiblemente cancer de préstata (Giwercman et al., 2005). Los
estudios de genética molecular han demostrado que la formacion insuficiente de
DHT causada por alteraciones en el gen SRD5A2, resultan en deficiencia de 5a-
reductasa tipo 2, una forma especifica de DSD 46,XY. Los afectados son
individuos 46,XY quienes al nacimiento presentan genitales ambiguos,
caracterizados comunmente por presentar internamente estructuras reproductivas
masculinas, pero estructuras femeninas al exterior. Por el aspecto fenotipico
femenino que presentan estos pacientes, se les asigna un rol social femenino

(Wilson et al., 1993).

Actualmente, mas de 100 mutaciones han sido identificadas a través de los 5
exones que constituyen el gen SRD5A2, de las cuales el 60% son mutaciones con
sentido erréneo (Boudon et al., 1995; Can et al., 1998; Canto et al., 1997; Vilchis
et al., 1997; Wigley et al., 1994; Wilson et al., 1993). Estas alteraciones, al igual
gue las mutaciones sin sentido, dan como resultado una proteina no funcional o

semifuncional que provoca defectos, a diferentes grados, en la virilizacién de
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individuos con un cariotipo 46,XY normal (Wigley et al., 1994). De igual manera,
mutaciones idénticas dentro del mismo grupo étnico han sido reportadas,
sugiriendo que la existencia de éstas procede de un ancestro comun y que un
efecto fundador génico es responsable del esparcimiento de anormalidades

genéticas (Vilchis et al., 2000).

De las 100 mutaciones encontradas se conocen las consecuencias bioquimicas de
al menos 22 de ellas (Wigley et al., 1994). Observaciones recientes sugieren que
no todas las alteraciones génicas en SRD5A2, asociadas a la deficiencia de 5a-
reductasa tipo 2, abaten la actividad catalitica de la enzima. Mutaciones en solo
una base como p.S31F, p.1161L o0 p.G183S, al ser expresadas en células HEK-
293, exhiben una K y una Vmax mas alta que el tipo silvestre (Vilchis et al., 2008),
lo cual ha sugerido que existen variantes con fenotipo dominante que resultan en
mutaciones activantes o con ganancia de funcibn. Como consecuencia, las
mutaciones erréneas han sido clasificadas de la siguiente manera: 1) aquellas que
incrementan la actividad enzimética, 2) aquellas que muestran casi la misma
actividad del WT y 3) aquellas donde la actividad enzimética es escasa o bien, no
se puede detectar (Makridakis et al.,2004; Wigley et al., 1994). Sin embargo, la
mayoria de las variantes génicas de SRD5A2 son mutaciones que tienen un efecto
de pérdida de funcién (Fernandez-Cancio et al.,, 2011; Maimoun et al., 2011;

Vilchis et al., 2010).

Por otra parte, cuatro polimorfismos han sido identificados en el gen SRD5A2. El

primero involucra muchas repeticiones del dinucleétido AT ubicado en la region 3’
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UTR del gen (Davis & Russel, 1993). El segundo y tercero estan presentes en el
codon 49 y 89 del exdn 1 (A49T y V89IL, respectivamente) (Giwercman et al.,
2005; Vilchis et al., 1997) y el dltimo implica la variacion C/T dentro de los

primeros nucleotidos del intrén 1 (Russell & Wilson, 1994; Vilchis et al., 1997).

El polimorfismo mas estudiado del gen SRD5A2 (rs523349; V89L) es causado por
una transversiéon de G por C. Diversos estudios muestran que la versién que
contiene leucina es 30% menos eficiente que la variante que contiene valina,
disminuyendo los niveles de DHT (Adamovic et al., 2013; Thai et al., 2005). Sin
embargo, ninguno de estos estudios fue realizado en pacientes mexicanos, por lo
que pueden tener discrepancias al evaluar a esta poblacion. Independientemente
de lo anterior, esta variacion no altera el desarrollo de los genitales externos, por
lo que no juegan ningun rol en la deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 (Vilchis et al.,
1997). La sustitucion alanina por treonina en el codén 49 (A49T) representa otro
polimorfismo encontrado en el gen, el cual tiene un mayor impacto en la actividad
de la enzima 5a-reductasa, al tener una Vmax mas alta que la enzima de tipo
silvestre, incrementando asi 5 veces la produccion de DHT (Makridakis et al.,
1999; Ross et al.,, 1998). Por la elevada actividad que muestra la enzima 5a-
reductasa cuando presenta el polimorfismo A49T, éste ha sido asociado con

cancer de prostata (Giwercman et al., 2005).

La mutante p.P212R ha sido encontrada en 19 alelos de 27 pacientes con
deficiencia de 5a-reductasa 2 de diversas locaciones geograficas en México

(Canto et al.,, 1997; Chavez et al.,, 2000; Vilchis et al., 2008, 2010). Esta
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recurrencia ha sido caracterizada como un sitio de alta incidencia mutacional y con
nula actividad enzimética (Vilchis et al., 2000). Por lo tanto, en este estudio fue
considerada como un control negativo, al ser una mutacion previamente
caracterizada y estar presente en la poblacion mexicana. A pesar que no se tiene
una correlaciéon genotipo-fenotipo, homocigotos con la mutacién p.P212R siempre
han presentado hipospadias perineoescrotales, micropene y criptorquidia. Por el
contrario, pacientes heterocigotos 0 heterocigotos compuestos para esta
mutacion, muestran un vasto espectro fenotipico (Russell & Wilson, 1994; Wang et
al., 2004; Wilson et al., 1993). Estas observaciones en conjunto proveen evidencia
de que el exdn 4 de SRD5A2 puede ser un sitio propenso para la presencia de

mutaciones inactivantes en éste gen (Vilchis et al., 2008).

En este estudio, se caracterizd una alteracion activante en el gen SRD5A2. La
doble variante p.A49T/p.L89V exhibe una ganancia de funcién, sugiriendo que el
efecto activante de p.A49T se hace presente sin interferir con la accion de p.L89V,
ya que esta combinacion de alelos confiere nuevas propiedades a la enzima, lo
cual podria tener como consecuencia un aumento en la expresion del gen.
Previamente se describié que una treonina, ubicada en la posicion 49, incrementa
la actividad enzimética; sin embargo, al evaluar esta mutacion en conjunto con
p.V8IL se observa una pérdida de funcion. Por si sola, cada variante provoca un
cambio en la enzima, no obstante, la combinacién de dobles mutantes puede
conducir a que se supriman mutuamente; ya sea que p.A49T sea suprimida
porque p.V89L contrarresta el efecto original, o bien, que p.V89L reprima el efecto

de p.A49T, pero no restaure el original: la produccion adecuada de DHT. Se ha
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reportado que en pacientes que presentan hipospadias, el alelo mas frecuente es
leucina (Thai et al., 2005; Maimoun et al., 2010), por lo que se puede suponer que
L89 en conjunto con T49 pueden cambiar la estructura de la enzima de tal forma
que pierda totalmente su actividad. Los resultados obtenidos sugirieren que
p.A49T/p.L89V puede generar el fenotipo caracteristico de la enfermedad,
mientras que p.A49T/p.V8IL podria estar asociada a otras alteraciones enddcrinas
o0 inclusive a cancer de prOstata. Posiblemente, en la variante con ganancia de
funcion, una desregulacion en la sintesis de DHT durante el periodo fetal podria

generar defectos en la masculinizacion de los individuos con DSD 46,XY.

Debido a que se desconoce la estructura tridimensional de la enzima, es dificil
predecir los posibles dominios funcionales dentro de varias regiones de la
proteina. Andlisis de expresion previos de tres mutaciones (p.G34R, p.196S y
p.R246W) han indicado que el N-terminal del polipéptido podria estar implicado en
la unién con el sustrato mientras que el C-terminal, particularmente la regién entre
los codones 196 y 246, probablemente esté involucrada en la union al cofactor

(Russell et al., 1994).

Los andlisis funcionales in vitro obtenidos en este estudio revelan que las
mutaciones p.R145W y p.F229S decrementan la actividad de la 5a-reductasa 2
hasta un 10% y 3%, respectivamente, comparando con el WT. La presencia de
triptéfano (aminoacido aromatico) en lugar de arginina (aminoacido polar) en la
posicion 145 o el cambio de fenilalanina (aminoacido aromatico) por serina

(aminoacido polar) puede provocar un cambio en el plegamiento de la proteina,
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resultando en una proteina inestable, o bien, la modificacién de estos residuos
puede conducir a un cambio conformacional, impidiendo la unién del sustrato o del
cofactor, lo que finalmente conlleva a una disminucién de la actividad enzimatica.
Aunado a lo anterior, en las posiciones 145 y 229 se encuentran codones
altamente conservados (Wilson et al., 1993) y al estar en sitios criticos en cuanto a
homologia, pueden modificar el dominio funcional de la enzima, limitando la union
del cofactor y en consecuencia cambiar el pH Optimo de la reaccion enzimética.
Ademas, hay evidencia de que casi todas las mutaciones ubicadas entre los
codones 197 y 230 del ex6n 4 hacen que la enzima sea totalmente inactiva

(Vilchis et al., 2008; Wilson et al., 1993).

De las mutaciones inactivantes analizadas en programas bioinformaticos para
predecir patogenicidad, los cambios p.R145W y p.P212R fueron mutaciones que
perjudican gravemente a la enzima. Para p.F229S, PolyPhen-2 predice que puede
ser nociva pero SIFT y PROVEAN pronostican poco dafio para la misma mutacion.
Sin embargo, los ensayos de actividad enziméatica, realizados en células HEK-293,
muestran caracteristicas cinéticas anormales para las tres mutaciones, lo cual

concuerda con la atipica actividad enzimética.

Los andlisis in silico realizados mediante programas bioinformaticos brindan
informacion de la naturaleza de las variantes génicas y ayudan a priorizar las
mutaciones nuevas, para su caracterizaciéon funcional in vitro, ya que proveen
informacion adicional para sustentar al evidencia de efectos funcionales, con el fin

de predecir la gravedad de un cambio de aminoacido bajo condiciones
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establecidas. A pesar de ello, estos programas de prediccion de mutaciones no
son especificos para un gen, por esta razén, utilizarlos para todos los genes puede
ser inapropiado. Unicamente verificando el desempefio de estos programas en
genes individuales o en un grupo de genes en especifico, podrian considerarse
como un método de evaluacién complementario antes de recurrir a las pruebas
genéticas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos programas no
reemplazan los andlisis funcionales in vitro, por lo que el personal clinico y los
pacientes deben estar informados sobre las limitaciones de las pruebas genéticas,

particularmente cuando una mutacion nueva es encontrada.
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CONCLUSIONES

Las mutaciones previamente determinadas p.R145W y p.F229S en el gen
SRD5A2 abaten la actividad de la 5a-reductasa 2, provocando asi desordenes en

el desarrollo sexual debido a la deficiencia de 5a-reductasa 2.

La presencia de la doble variante p.A49T/p.L89V con lleva a un aumento

importante en la actividad de la enzima, provocando una ganancia de funcion.

Las mutaciones reportadas en este trabajo sugieren la importancia de una
actividad catalitica éptima por parte de la Sa-reductasa 2 para sintetizar de manera
adecuada DHT durante la diferenciacion sexual embriogénica y en la pubertad, asi
como su asociacién a patologias endocrinas como hiperplasia benigna prostética.
Aungue existen reportes de multiples mutaciones identificadas en el gen SRD5A2,
aun no se ha logrado establecer una correlacién fenotipo-genotipo y los estudios

han proporcionado poca informacion sobre el sitio activo de la isoenzima tipo 2.
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PERSPECTIVAS

Los estudios experimentales a futuro sugieren la posibilidad de estudiar las
constantes cinéticas de Michaelis-Menten, Ky, Y Vmax, realizando curvas de
saturacion de las enzimas de diferentes mutantes y demostrar la presencia de

dominios funcionales de unién a T, NADPH o sitios activos de la enzima.
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