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RESUMEN 

 

Durante el desarrollo embrionario los andrógenos Testosterona (T) y Dihidrotestosterona 

(DHT) inducen la diferenciación sexual masculina. Estos esteroides son sintetizados a través de 

múltiples enzimas esteroidogénicas mediante una vía “clásica”. Mutaciones en la biosíntesis de alguna 

de estas enzimas generan desordenes del desarrollo sexual (DSD) en individuos 46,XY. Esta 

condición congénita se caracterizan por ambigüedad en genitales externos que incluyen fenotipos 

como: hipospadias, criptorquidia, hasta presentar genitales externos con apariencia completamente 

femeninos. Sin embargo, muchas de estas patologías siguen sin explicación ya que no todos los 

factores genéticos han sido caracterizados. El objetivo de este estudio fue identificar mutaciones en el 

gen AKR1C3 en 25 individuos 46,XY con hipospadias. La enzima producto de este gen posee una 

actividad 3α-reductasa/17β-deshidrogenasa y participa en la síntesis de DHT por una ruta alternativa 

denominada “backdoor”. Se extrajo gDNA de todos los individuos y se amplificaron sus regiones 

exónicas por PCR-SSCP marcado con [α32P]-dCTP, se usaron geles de agarosa y poliacrilamida, 

seguido de análisis por secuenciación automatizada. Se encontraron variantes génicas en los exones: 1 

(c.15C>G), 2 (c.230A>G) y 3 (c.312G>A) de AKR1C3. Las variantes del exón 1 y exón 2 mostraron 

un cambio de aminoácido (p.H5Q) y (p.E77G) respectivamente. Para el exón 3 la variante resulto ser 

silenciosa (p.K104=). Mediante el análisis in silico se determinó que ninguna de las variantes posee un 

cambio que altere significativamente la proteína, por lo que se identificaron como polimorfismos de 

un solo nucleótido (SNP). Con estos resultados concluimos que las variantes del gen AKR1C3 

presentan escasa participación en el desarrollo sexual masculino de la uretra y por consiguiente 

carecen de una probable causa de hipospadias en nuestro grupo estudiado, aunque no se descarta que 

otros genes como: AKR1C4 ó Mafb podrían estar implicados como causa en la formación de 

hipospadias. 

 

Palabras clave: aldo-ceto reductasas , andrógenos, determinación y diferenciación sexual, Desórdenes del 

Desarrollo Sexual, testosterona, dihidrotestosterona, esteroidogénesis, hipospadias, vía backdoor. 
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1. ANTECEDENTES 

 

1.1 DETERMINACIÓN Y DIFERENCIACIÓN SEXUAL 

 

En humanos, el desarrollo del sistema reproductor masculino y femenino comienza 

alrededor de la quinta semana de gestación y se considera completa después de la aparición de 

los caracteres sexuales secundarios y la fertilidad (producción de gametos que se consideren 

viables) al final de la pubertad. Durante la embriogénesis, el desarrollo sexual puede dividirse 

en tres procesos secuenciales: cromosómico, gonadal y fenotípico (Jost, 1970). En humanos el 

sexo cromosómico es determinado al momento de la fecundación (Rey et al., 2000), la 

fertilización ocurre entre un ovocito (llevando un cromosoma X) y un espermatozoide 

(portando un cromosoma X ó un cromosoma Y), de esta unión resulta un cigoto con carga 

cromosómica 46,XX (femenina)  ó 46,XY (masculina).   

 

A nivel genético son múltiples los genes que regulan la diferenciación de la cresta 

urogenital a la gónada bipotencial. Específicamente han sido reportados tres genes que 

codifican para factores transcripcionales, los cuales son esenciales para la diferenciación de la 

cresta urogenital en humanos. Estos genes son denominados WT1, NR5A1 y Lim1. WT1 (gen 

supresor de tumor de Wilms’) es un gen que codifica para un factor transcripcional que se une 

a la región promotora del gen NR5A1 (Wilhem y Englert, 2002). Se ha descrito que se expresa 

en tejido mesodérmico embrionario, cresta urogenital, gónadas y mesonefros (Armstrong et 

al., 1993). Además se ha reportado evidencia que algunas isoformas de este gen actúan en  

sinergía con NR5A1 para incrementar la expresión del gen de la hormona antimülleriana 

(AMH), el cual es esencial para la inhibición del desarrollo de estructuras femeninas (Arango 

et al., 1999). El gen NR5A1 (SF-1 o factor esteroidogénico 1) juega un papel clave en el 

desarrollo gonadal y glándula suprarrenal, ya que su proteína de transcripción regula genes 
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involucrados en la esteroidogénesis incluyendo: 3β-hidroxi-estereoide deshidrogenasa, el 

receptor de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la proteína reguladora de la 

esteroidogénesis aguda (StAR) (Parker y Schimmer, 1997). Su expresión ha sido determinada 

en la gónada, además de presentar un papel importante en el desarrollo del hipotálamo y la 

hipófisis anterior (Val y Swain, 2010). El gen Lim1 (Lhx1) desempeña un papel en el 

desarrollo de los conductos femeninos y masculinos. La importancia de este gen se ha 

demostrado en ratones homocigotos con mutaciones en Lim1 en donde están ausentes todos 

los derivados Wolffianos (epidídimo, vasos deferentes y vesícula seminal) y Müllerianos 

(oviductos, útero y vagina superior) (Kobayashi et al., 2004). 

 

En humanos, durante la primera y segunda semana de gestación, no existen diferencias 

sexuales excepto por su carga cromosómica; alrededor de la sexta semana de gestación es 

cuando la gónada bipotencial comienza a diferenciarse dependiendo de la expresión de ciertos 

genes asociados al complemento cromosómico (Capel, 1998). Es en esta fase que el embrión 

masculino y el femenino tienen dos pares de conductos genitales: los conductos 

mesonéfriticos (de Wolff) y los conductos paramesonéfricos (de Müller) (Kofman et al., 

1982; Parma y Radi, 2012). 

 

La determinación del sexo es un proceso en el que la gónada primordial indiferenciada 

comienza a desarrollarse hacia testículos u ovarios (Fig. 1). La diferenciación sexual consiste 

en la participación de hormonas que actúan a nivel de genitales externos e internos, resultando 

en una diferenciación hacia estructuras sexuales reproductoras dimórficas (Ono y Harley, 

2013). 
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La determinación del testículo es un proceso activo que en humanos comienza 

alrededor de la sexta semana de gestación y se realiza bajo el control genético y de hormonas 

esteroideas, principalmente andrógenos. El desarrollo de los testículos es inducido por la 

expresión del gen SRY (Sex-determining Region of the Y chromosome) que es el principal 

iniciador de una cascada de interacciones génicas que determinan el desarrollo de los 

testículos a partir de la etapa de gónada bipotencial. El desarrollo de testículos en mamíferos 

requiere de un cromosoma Y estructuralmente íntegro y de un gen SRY transcripcionalmente 

activo. El gen SRY puede activar directa o indirectamente la transcripción del gen SOX9 (SRY-

Related HMG-BOX Gene 9). Ambos genes dirigen el desarrollo de la gónada masculina 

(Wilhem et al., 2007). El gen SOX9 conjuntamente con el SF1 son los responsables de la 

regulación de la expresión del gen de la AMH, esta hormona es la encargada de la regresión 

de los ductos Müllerianos en el sexo masculino y es secretada por las células de Sertoli hacia 

las 7a semana de gestación. La regulación del gen AMH se encuentra controlada bajo factores 

de transcripción como: SF1, WT1 (Wilms tumor-1) y GATA4 (GATA-Binding Protein 4). La 

AMH es importante ya que mutaciones o la ausencia de expresión en la gónada de individuos 

46,XY permite el desarrollo de los conductos de Müller hacia las trompas de Falopio, útero y 

el tercio superior de la vagina (Wilhem et al., 2007; Parma y Radi, 2012). 

 

Otros genes relacionados en la diferenciación testicular son: el gen DHH (Desert 

HedgeHog), el cual es necesario para la regulación de SF1 en células de Leydig (Yao et al., 

2002). El gen DHH también es expresado en las células de Sertoli en embrión murino y es 

clave importante en la diferenciación de células mioides, las cuales a su vez son las que 

envainan los cordones testiculares. El gen DMRT1 (Doublesex-and-MAB3-Related 

Transcription) Factor 1 codifica para un factor transcripcional con dominios de unión al DNA 

denominados dedos de Zinc que regula la determinación y diferenciación sexual masculina, la 
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proteína muestra un patrón de expresión específicamente masculino en la cresta genital 

durante la séptima semana de gestación. El gen Aristaless-Related Homeobox (ARX) codifica 

un factor de transcripción que regula la migración neuronal y el desarrollo encefálico, 

asimismo se ha determinado su importancia en el desarrollo y diferenciación de las células de 

Leydig (Hannema y Hughes, 2007; Parma y Radi, 2012). 

 

A la octava semana del desarrollo fetal, las células de Leydig comienzan a secretar 

andrógenos, esta acción es esencial para la masculinización del feto XY. La biosíntesis de 

andrógenos requiere la acción de enzimas que se activan en orden secuencial y son capaces de 

convertir el colesterol hacia testosterona (T). Estas enzimas son primordialmente algunos 

citocromos P450 y múltiples hidroxiesteroide deshidrogenasas. La esteroidogénesis 

androgénica es capaz de inducir el desarrollo de los ductos Wolffianos entre la semana 8 y 13 

de la vida fetal, en donde se diferenciaran los ductos en epidídimo, conductos deferentes y 

vesícula seminal. En tejidos periféricos la T es convertida a 5α-dihidrotestosterona (DHT) por 

acción de la enzima 5α-esteroide reductasa tipo 2 (SRD5A2), esta conversión es esencial para 

la formación de los genitales externos (uretra, escroto y pene) y regular el crecimiento de la 

próstata. La acción de los andrógenos, T y DHT, es mediada por la unión intracelular al 

receptor de andrógenos (AR, NR3C4), un receptor nuclear que es codificado por un gen 

localizado en el cromosoma Xq11-12. La participación de los andrógenos durante la etapa 

neonatal aún no se ha definido totalmente, aunque podría estar vinculada al desarrollo del 

sistema nervioso central. En la pubertad los andrógenos permiten el desarrollo del dimorfismo 

sexual, desarrollo de caracteres sexuales secundarios y controlan la reproducción (Vilchis et 

al., 2008; Vilchis et al., 2010). En el humano, al inicio de la pubertad los andrógenos regulan 

la espermatogénesis, causan un incremento en el desarrollo de la musculatura esquelética y 

una proliferación de glándulas sebáceas; así como una estimulación del vello axilar y púbico. 
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En el sexo masculino, los andrógenos también pueden generar, en cierta medida, la conducta 

agresiva y sexual y en algunas especies los efectos organizacionales del cerebro durante la 

vida prenatal o postnatal temprana (Wilson y Davies, 2007). 
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Fig. 1. Ruta genética para la diferenciación sexual masculina durante la etapa embrionaria. En 

humanos, la determinación del sexo es un proceso dinámico que abarca tres pasos cruciales 

desde la vida fetal hasta la edad adulta, el sexo cromosómico, gonadal y fenotípico. La gónada 

bipotencial se desarrolla independientemente del contexto cromosómico y los embriones XX 

y XY expresan el mismo conjunto de genes en esta etapa. Bajo la influencia de los factores 

genéticos, la gónada bipotencial formará un ovario o un testículo a través de las vías 

femeninas (derecha) o masculina (izquierda). 
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1.2 ESTEROIDOGÉNESIS 

 

Las hormonas esteroides están encargadas de regular múltiples procesos metabólicos 

así como controlar la diferenciación sexual durante la vida fetal y la etapa adulta (Miller y 

Auchus, 2011). La producción de hormonas esteroides como glucocorticoides, 

mineralocorticoides, progestágenos, estrógenos y andrógenos se logra a través de una cascada 

de enzimas (como citocromos e hidroxiesteroide deshidrogenasas) que son codificadas por 

diferentes genes y son comunes en todos los órganos productores de esteroides (Flück et al., 

2011). 

 

Los citocromos P450 representan un amplio número de enzimas oxidativas, todas ellas 

consisten de aproximadamente 500 aminoácidos y contienen un único grupo prostético hemo. 

Estas enzimas desempeñan un papel fundamental en el metabolismo y biosíntesis de drogas, 

eicosanoides, ácido araquidónico, colesterol, ácidos biliares, esteroides, vitamina D3 e 

hidroxilación del ácido retinoico. Las enzimas P450 involucradas en la biosíntesis de 

hormonas esteroides son proteínas asociadas a la membrana del retículo endoplásmico y 

mitocondria, bioquímicamente existen dos clases de enzimas P450; las enzimas tipo I como 

CYP11A, CYP11B1 y CYP11B2 están asociados a la membrana mitocondrial y las enzimas 

tipo II como CYP17, CYP19 y CYP21 se encuentran asociadas al retículo endoplasmático 

(microsomal). Durante la diferenciación sexual del borde urogenital, el factor de transcripción 

SF1, un miembro de la superfamilia de receptores nucleares, regula la expresión de los genes 

P450 implicados en la esteroidogénesis. Estudios moleculares recientes han reportado que las 

mutaciones en estos genes causan alteraciones innatas del metabolismo y contribuyen a 

muchas enfermedades clínicamente relevantes (Miller y Auchus, 2011). 
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La transformación de compuestos Δ5, 3β-hidroxiesteroides a sus correspondientes 

metabolitos reducidos Δ4, 3ceto-esteroides es una etapa esencial para la biosíntesis de todas 

las clases de esteroides activos: progesterona, mineralocorticoides, glucocorticoides, 

andrógenos y estrógenos. Hasta este momento se han identificado, clonado y caracterizado 

siete isoformas de la 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa/∆5-∆4 isomerasa (3β-HSD I-VII), 

principalmente en rata, ratón y humano. Asimismo se han caracterizado otras 3β-HSD en 

especies como el mono, bovino y hámster. Estas isoenzimas son codificadas por distintos 

genes y se ha observado que presentan un alto porcentaje de homología en su secuencia de 

aminoácidos. Las 3β-HSD son enzimas asociadas a la membrana mitocondrial o microsomal 

dependiendo del tipo celular en donde se estén expresando. En humanos se ha observado que 

su deficiencia genera una forma rara de hiperplasia adrenal congénita en ambos sexos, además 

de provocar una masculinización incompleta de los genitales externos en hombres con 

cariotipo 46,XY (Simard et al., 2005). 

 

Las 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasas (17βHSD) regulan las concentraciones de 

andrógenos y estrógenos en mamíferos, esta reacción se lleva a cabo a través de la reducción 

de 17-ceto esteroides o la oxidación de 17β esteroides utilizando NAD(P)H o NAD(P)(+) 

como cofactor. La 17β-HSD ha sido clonada a partir de diversas especies y se han 

caracterizado nueve diferentes isoenzimas, todas ellas codificadas por diferentes genes 

(Mendonca et al., 2017). Estas isoenzimas han sido clonadas ampliamente a partir de diversas 

especies como el humano, rata, ratón y mono. Además de esto, se han clonado otras 

isoenzimas en especies como el hámster, rana, gallo y conejo. A diferencia de las 3βHSD, se 

ha observado que las 17β-HSD presentan un bajo porcentaje de homología en su secuencia de 

aminoácidos. Las alteraciones en las 17β-HSD generan anormalidades en la diferenciación 
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sexual, además de estar involucradas en ciertas enfermedades neuronales y en la patogénesis 

de varios tipos de cáncer (Rizner y Penning, 2014; Mendonca et al., 2017). 

 

Todas las hormonas esteroides son sintetizadas a partir de la molécula del colesterol y 

poseen una estructura particular común basada en cuatro anillos denominada 

ciclopentanoperhidrofenantreno. El colesterol debe ser transportado hacia el interior de la 

membrana mitocondrial interna (MMI) por la proteína StAR (Steroidogenic Acute Regulatory 

protein), sitio celular donde la molécula de colesterol es transformada a pregnenolona debido 

a una serie de tres reacciones consecutivas catalizadas por una única enzima denominada 

citocromo CYP11A1 (Cholesterol side-chain cleavage enzyme o Citocromo P450scc). La 

reacción consiste en la hidroxilación del carbono 22, hidroxilación del carbono 20 y escisión 

del enlace 20,22 carbono-carbono (Miller y Auchus, 2011).  

 

La pregnenolona puede ser convertida a T mediante dos rutas, denominadas delta 4 

(Δ4) y delta 5 (Δ5). En la vía Δ4, la biotransformación de T a partir del colesterol involucra la 

presencia de 4 enzimas esenciales para su conversión: citocromo P450scc enzima que rompe 

la cadena lateral del colesterol (gen CYP11A1), 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa 

(gen HSD3B2), 17α-hidroxilasa/17,20 liasa (gen CYP17A1) y 17β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (gen HSD17B3); mientras que en la vía Δ5 la formación de T involucra la 

presencia de 4 enzimas: CYP11A1, CYP17A1, 3β-HSD2 y 17β-HSD tipo 3. La ruta Δ4 es 

principalmente usada en el ratón, mientras que la ruta Δ5 es preferentemente usada en 

humanos, especialmente durante la vida fetal. Estas reacciones enzimáticas involucradas en la 

transformación de colesterol hacia DHT usando a la T como intermediario son nombradas 

usualmente como vía “clásica”. Estas dos rutas pueden generar la  producción de T y esta a su 
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vez es reducida en tejidos específicos por la isoenzima 5α-esteroide reductasa tipo 2 para 

producir DTH (Payne y Hales, 2004; Biason et al., 2013; Fluck y Payne, et al., 2014). 

 

Recientemente (2004) se han reportado dos vías para la producción de DHT sin el uso 

de T como intermediario en testículo de un marsupial: Macropus eugenii. A diferencia de la 

vía clásica, la vía “alterna” utiliza androstendiona (AD) como intermediario para la 

producción de DHT;  además se han encontrado hallazgos de una vía denominada “backdoor” 

(Fig. 2) (Wilson et al., 2003; Auchus, 2004; Mahendro et al., 2004; Fukami et al., 2013). El 

término “backdoor” fue usado para describir la síntesis en la especie Macropus eugenii, en la 

que DTH es biosintetizada a partir del androstandiol (3α-diol). Este término fue propuesto por 

Auchus (2004) y lo más relevante en la vía “backdoor” hacia DHT es la existencia de un paso 

catalizado por una enzima que permite convertir un esteroide inactivo hacia una hormona 

activa (Luu-The, 2013). En esta vía el colesterol es transformado por el citocromo P450scc 

(CYP11A1) hacia pregnenolona, consecutivamente este esteroide es convertido a progesterona 

mediante la enzima 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (3β-HSD2). La progesterona es 

reducida hacia 5α-dihidroprogesterona (DHP) por la enzima 5α-reductasa tipo 1. La molécula 

de dihidroprogesterona es reducida a alopregnenolona por la 3α-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (3α-HSD) o también denominada aldo-ceto reductasa tipo 2/4 (AKR1C2/4). 

Inmediatamente después la alopregenolona es transformada a androsterona (ADT) mediante 

el CYP17A1. La androsterona formada puede ser reducida a androstandiol (3α-diol) por 

acción de la enzima AKR1C3 y finalmente el 3α-diol puede ser oxidado a DHT mediante las 

enzimas AKR1C2/4 o la 17β-HSD tipo 6 (Biason et al., 2013; Fukami et al., 2013; Luu-The, 

2013) (Fig. 3). 
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Figura 2. Síntesis y metabolismo de hormonas esteroides sexuales. La figura ilustra la 

formación de andrógenos a partir del colesterol. Vía Δ5 “clásica” con sus respectivas enzimas 

(morada), ruta “alterna” (rojo), vía “backdoor” (naranja) para la biosíntesis de DHT en el 

humano. La reacción catalizada por la AKR1C3 es marcada en verde. 
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Figura 3. Biosíntesis de hormonas esteroides mediante la vía “backdoor”. La figura muestra 

la formación de DHT con sus respectivas enzimas para cada sustrato. 

 

 

 

 

 

 

Colesterol 

 

 CYP 11A1 

Pregnenolona 

 

Progesterona 

 

Dihidroprogesterona (DHP) 

 

Alopregnenolona 

 

Androsterona 

 

Androstandiol (3α-diol) 
 Androsterona 

 

5α-dihidrotestosterona (5α-DHT) 

 

3β-HSD2 

5α-reductasa 1 

AKR1C2/4 

CYP17A1 

 AKR1C3 

AKR1C2 

 

HSD17B6 

 



ESTUDIO DE LOS DESÓRDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANÁLISIS DEL GEN AKR1C3 

 

ARMANDO MARTÍNEZ MARTÍNEZ   13 

 

1.3 MECANISMO DE ACCIÓN DE ANDRÓGENOS 

 

Los andrógenos son hormonas esteroides cuya función principal está involucrada en el 

desarrollo del fenotipo masculino durante la embriogénesis, la maduración sexual durante la 

pubertad, el mantenimiento de los órganos reproductores masculinos y la espermatogénesis 

durante la edad adulta. Además afectan otros tejidos no reproductivos como hueso y músculo 

esquelético (Heinlein et al., 2002; Patrao et al., 2009). Los receptores a hormonas esteroides 

pertenecen a una superfamilia de factores transcripcionales que regulan la función de genes en 

células blanco (Whitfield, 1999).  

 

El receptor de andrógenos (AR) o NR3C4 (Nuclear Receptor subfamily 3, group C, 

member 4) es un gen de única copia que se localiza en el brazo largo del cromosoma X 

(Xq11-q12) y es miembro de una superfamilia de receptores nucleares; este gen ha sido 

conservado evolutivamente en todos los mamíferos (monotremas, marsupiales y placentarios). 

El NR3C4 contiene 8 exones denominados con la letra A-H, se encuentran separados por 7 

intrones con un tamaño aproximado de 90 Kb y su transcrito posee un tamaño de 

aproximadamente 10.6 Kb. Todos los exones contribuyen a codificar para las distintas 

regiones de una proteína de 919 aminoácidos de un tamaño de 110 kDa (Quigley et al., 1995; 

Gelmann, 2002). Su estructura está organizada en dominios funcionales que consisten en: un 

dominio N-terminal (NTD) que es codificado por el exón 1, un dominio de unión al DNA 

(DBD) codificado por los exones 2 y 3 y un dominio de unión al ligando C-terminal (LBD) 

que comprende los 5 exones restantes del gen. La región NTD es amplia y abarca casi la 

mitad de la secuencia codificante del receptor. Esta región contiene el principal dominio de 

transactivación de AR, denominado función de activación 1 (AF1) (Patrao et al., 2009). El 

dominio DBD incluye ocho residuos de cisteína que forman dos complejos de coordinación, 
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cada uno se compone de cuatro cisteínas y un ion de zinc (Zn2+), estas estructuras se conocen 

como dedos de zinc. El primer dedo de zinc interviene en el reconocimiento específico del 

DNA, mientras que el segundo dedo está asociado con la homodimerización del AR. El LBD 

está compuesto por 12 hélices alfa ordenadas en una estructura globular, esta conformación es 

esencial para el reclutamiento e interacción con correguladores (Shang et al., 2002; Gobinet et 

al., 2002). 

 

La acción de los andrógenos, T y DHT, se inicia con su unión al AR. Ambos 

esteroides pueden unirse al AR, sin embargo DHT presenta mayor afinidad (Matsumoto y 

Bremner, 2011). Además, el complejo DHT-AR tiene mayor termoestabilidad y una tasa de 

disociación más lenta que el complejo T-AR. Antes de unirse a su ligando, el AR se localiza 

perinuclearmente y se encuentra unido a moléculas chaperonas o proteínas de choque térmico 

(HSP). La función de las proteínas HSP es mantener inactivo al receptor en ausencia de 

ligando, ocasionando la inactivación de la transcripción (Gelmann, 2002). La T entra a la 

célula mediante difusión pasiva, lo que conlleva a su unión con el AR. En tejidos periféricos 

la T puede ser reducida por la enzima 5α-reductasa tipo 2 hacia DHT (Vilchis et al., 2010). 

Después de la unión con T o DHT, el AR sufre un cambio conformacional que facilita su 

dimerización, transporte al núcleo e interacción con el DNA blanco (Fig. 4). El complejo 

ligando-AR es liberado mediante acetilación de histonas que lo mantienen inactivo lo que 

induce la fosforilación del receptor y su eventual activación (Patrao et al., 2009; Van de 

Wijngaart et al., 2012). En el núcleo, el AR forma homodímeros o heterodímeros que se unen 

a secuencias de DNA de reconocimiento específico, denominados elementos de respuesta 

androgénica (ARE), que se ubican en las regiones promotoras de los genes regulados por 

andrógenos y generan el inicio de la transcripción (Heinlein y Chang, 2002; Gelmann, 2002). 

Después de unirse con los ARE, el complejo ARE-AR-ligando puede interactuar con los 
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complejos generales de la transcripción llamados correguladores, que son proteínas reclutadas 

por el AR y que estimulan la transcripción de genes. Las regiones AF (AF-1 y AF-2) son las 

encargadas de interactuar con este grupo de coactivadores, la región AF-1 es responsable de 

casi toda la actividad de la transcripción y la región del receptor AF-2 interactúa con el 

motivo LXXLL (L es leucina y X cualquier amino acido) del coactivador, favoreciendo el 

control de genes de la transcripción, modulando la unión del DNA, remodelado de la 

cromatina y reclutando factores asociados con la RNA polimerasa II. Una vez terminada la 

transcripción y maduración del mRNA, se incorpora al citoplasma donde viaja al ribosoma y 

comienza a unirse a complejos de traducción para la producción de proteínas andrógeno-

reguladas (Hughes IA, 2001; Gelmann, 2002; Shang et al., 2002; Patrao et al., 2009). 

 

A pesar de que la T y DHT interactúan con un mismo receptor, ejercen efectos 

fisiológicos diferentes (Quigley et al., 1995). Se sabe que la interacción T-AR es responsable 

de la regulación de la producción de gonadotropinas, de la espermatogénesis y de la 

formación de los genitales internos (epidídimo, conductos deferentes y vesícula seminal) a 

partir del anclaje de los conductos Wolffianos durante la diferenciación sexual fenotípica del 

embrión masculino. En contraste, la DHT unida al mismo receptor induce la formación de los 

genitales externos (escroto y pene) y la próstata, a partir del primordio del seno urogenital en 

el embrión masculino, asimismo la DHT es requerida para la maduración sexual durante la 

pubertad (Biason et al., 2013). 

 

El síndrome de insensibilidad a los andrógenos (AIS) es un desorden hereditario del 

desarrollo sexual (OMIM #300068) que afecta exclusivamente a individuos con cariotipo 

46,XY. El desarrollo anormal de las estructuras sexuales internas y externas observadas en 

estos individuos se debe a mutaciones en la línea germinal, específicamente en el gen del 
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receptor de andrógenos (AR/NR3C4). El gen NR3C4 codifica para una proteína transductora 

de señales de 919 aminoácidos y que funciona como un factor de transcripción dependiente de 

ligando. A la fecha, se han descrito más de 350 mutaciones distintas en el AR en pacientes 

con AIS. De estas alteraciones, aproximadamente el 30% parece ser mutaciones de novo 

(Ramos et al., 2018). 
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T= Testosterona 

DHT= Dihidrotestosterona 

5α-R2= 5α-reductasa tipo 2 

AR= Receptor de Andrógenos 
 

  Figura 4. Mecanismo molecular de andrógenos en célula blanco. 1) entrada del esteroide 

por difusión pasiva a la célula, 2) unión del esteroide a su receptor, 3) transformación de T a 

DHT por la 5α-reductasa tipo 2, 4) disociación del receptor de andrógenos de las HSP, 5) 

dimerización del receptor y 6) translocación al núcleo y unión al DNA. 
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1.4 AKR1C3 

 

Las aldo ceto reductasas (AKR) son proteínas dependientes de NADPH/NADH que 

pertenecen a una superfamilia de enzimas que catalizan reacciones de óxido-reducción. Las 

enzimas humanas de la familia 1 (AKR1) han sido principalmente implicadas en el 

metabolismo de esteroides. Algunos miembros de estas familias actúan en las posiciones C3, 

C17 y C20 de múltiples esteroides. Al respecto, existen dos subfamilias: AKR1C y AKR1D 

(Rizner y Penning, 2013). Las AKR1C catalizan la conversión de aldehídos y cetonas hacia 

alcoholes primarios y secundarios. (Rizner y Penning, 2014; Penning et al., 2000).  

 

Las AKRs existen primordialmente en el citoplasma celular como proteínas 

monoméricas de 34-37 KDa (Khanna et al., 1995). En humanos, existen cuatro isoformas 

conocidas como: 20α (3α)-HSD tipo 4 (AKR1C1), 3α-HSD tipo 3 (AKR1C2), 3α-HSD tipo 2 

(AKR1C3) y 3α-HSD tipo 1 (AKR1C4). Las AKRs poseen un plegamiento característico en 

barril α/β, a este tipo de pliegue se le denomina “barril de triosa isomerasa” (TIM). El 

plegamiento consiste en una secuencia alternada de α hélices y hebras β, que se repiten ocho 

veces y donde la hebras β se unen en el centro de la enzima para adoptar la conformación de 

un barril (Penning et al., 2015). Las AKRs poseen una secuencia muy similar entre todas las 

isoformas humanas, de aproximadamente 84% de identidad en su secuencia de aminoácidos 

(Penning et al., 2004; Rizner y Penning, 2014).  

 

Interesantemente, al miembro C3 de la familia AKR1 se le han asignado dos nombres 

génicos (HSD17B5 o AKR1C3) y dos nombres para su producto enzimático (17β-HSD5 o 3α-

HSD2), esto debido a la multifuncionalidad de la enzima (Qin et al., 2005). En humanos, el 

gen AKR1C3 se ubica en el brazo corto del cromosoma 10 (10p14-p15). Este gen está 

compuesto por 9 exones y 8 intrones que en su totalidad presenta un tamaño aproximado de 
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13 kilobases (Kb) con un mRNA de 1.2 kb (Miller y Auchus, 2011) y codifica para una 

proteína de 323 aa  (Fig. 5) (Penning et al., 2001; Rizner y Penning, 2014). La región 5´ no 

traducida del gen AKR1C3 aparentemente no posee una caja TATA ni caja CAAT dentro de 

los 1000 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción, sin embargo una secuencia CCT 

repetida ha sido descrita como esencial para promover la actividad transcripcional del gen 

AKR1C3 y que funciona para la unión de proteínas nucleares Sp1 y Sp3. Estos factores de 

transcripción Sp1/Sp3 son necesarios para inducir la expresión y constitución del gen (Qin et 

al., 2005). Se ha reportado que el gen AKR1C3 expresa su mRNA basal en diversos tejidos 

como: próstata, testículo, hígado, riñón, pulmón, cerebro, placenta, bazo, suprarrenales y 

ovario; aunque se ha demostrado que AKR1C3 está altamente expresado en próstata y 

glándula mamaria, así como glándulas suprarrenales en periodo fetal (Flück et al., 2011; 

Penning et al., 2015;). 

 

En su estructura proteica la 3α-HSD2 contiene un sitio activo conservado entre todos 

los miembros de la familia y es denominado “tétrada catalítica”. La región está compuesta de 

cuatro aminoácidos Tyr55, Lys84, Asp50 e His117, asimismo posee un sitio de unión al 

sustrato NAD(P)(H). Los datos han sugerido que un cambio en la secuencia de aminoácidos 

en Tyr55 y Lys84 altera la actividad catalítica de las AKRs. La enzima presenta un sitio de 

unión al sustrato en la región carboxilo terminal, la cual se cree que tiene la habilidad de 

discriminar entre los diferentes sustratos de las AKRs (Fig. 6, 7) (Jez et al., 1997; Penning et 

al., 2001; Qiu et al., 2004; Rizner y Penning, 2014). La enzima codificada por el gen AKR1C3 

presenta una doble función: de oxidación [3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3α-HSD)] y 

de reducción [17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD)], dependiendo del sustrato al 

que se una, aunque algunos estudios han reportado que actúa preferentemente como 17-ceto 

esteroide reductasa para formar productos 17β-reducidos (Dufort et al., 1999; Penning et al., 
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2015). Esta actividad 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa es importante ya que ha sido 

implicada en la formación de andrógenos en las distintas vías, incluyendo la vía “backdoor”. 

La enzima presenta una alta eficiencia catalítica en próstata para reducir ∆4-androsteno-3,17-

diona (4-diona) hacia el andrógeno T (vía “clásica”), también reduce 5α-androstano-3,17-

diona hacia 5α-DHT (vía alterna) y posee la cualidad de reducir 5α-DHT a 3α-diol 

(andrógeno débil), por ello se sugiere que una de las funciones de esta enzima es regular la 

disponibilidad del AR, ya que al poder transformar andrógenos inactivos en andrógenos 

activos y viceversa, se puede promover o reprimir el inicio del mecanismo de acción de 

andrógenos (Penning, 2000; Rizner y Penning, 2014; Penning et al., 2015). La enzima 

presenta un papel importante en la formación de esteroides neuroactivos, lo cual muestra una 

relevancia en el desarrollo y diferenciación cerebral (Mellon y Griffin, 2002).  

 

Se ha demostrado que la 3α-HSD2 reduce al sustrato androsterona (ADT) y lo 

transforma a 3α-diol en cantidades significativas gracias a su capacidad de funcionar como 

una 17-ceto reductasa en presencia del cofactor NADPH (Fig. 6) (Penning et al., 2000), 

seguido de esto el 3α-diol es oxidado hacia la DHT, de este modo se puede producir el potente 

andrógeno sin la necesidad de pasar por el intermediario T (Jez et al., 1997; Rizner y Penning, 

2014). Los datos podrían estar sugiriendo que esta enzima posee un papel fisiológico 

importante dentro de la vía “backdoor” en la producción de andrógenos, aunque a la fecha no 

existen datos concluyentes al respecto. Por lo tanto, una alteración en el gen AKR1C3 puede 

producir un daño en la función o estructura de la proteína que codifica, lo cual podría 

repercutir en su participación dentro de la vía backdoor en la síntesis de DHT y afectar de 

manera significativa la diferenciación sexual masculina normal durante la embriogénesis 

(Biason et al., 2013; Soderhall et al., 2015). 
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Cromosoma 10 (10p15-p14) 
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Figura 5. Ubicación esquemática del gen AKR1C3 en el brazo corto del cromosoma 10. Se 

muestra la distribución de sus exones (cuadro naranja) con sus respectivos tamaños en pares 

de bases (pb)  (cuadro verde) y los intrones (negro) (Ramos y Martínez, 2018). 
 

 

                          

 

 

 

 

                    Androsterona                                                     5α-androstano-3α, 17β-diol (3α-diol) 

 

Figura 6. Esquema representativo de la transformación de androsterona por la acción de la 

enzima 17β-HSD5 (AKR1C3). El NADPH se utiliza como cofactor para obtener el andrógeno 

5α-androstano-3α, 17β-diol (3α-diol), un precursor de la DTH dentro de la vía “backdoor”.  
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Figura 7. Representación tridimensional de la estructura de la proteína 17β-HSD tipo 5 (17β-

HSD5)  o  3α-HSD tipo 2 (3α-HSD2) codificada por el gen AKR1C3, donde se muestran el 

complejo formado por 17β-HSD5/testosterona/NADP. Se observa la T en amarillo y la 

molécula de NADP en rojo. En azul fuerte dos laminas β (B1 y B2) formando una horquilla 

alrededor de la región N-terminal de la estructura beta-barril que contiene ocho estructuras 

(α/β) numerados (α1-α8), dos α-hélices adicionales (H2 y H1), cuatro loops amplios (L-A a L-

D) respectivamente, que forman el sitio de unión al sustrato y al cofactor en la región C-

terminal de la molécula (Figura tomada de Qiu et al., 2004). 
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1.5 Desórdenes del Desarrollo Sexual (DSD) 

 

En el año 2006 se realizó un consenso en la ciudad de Chicago para la redefinición y 

manejo de los “desordenes intersexuales” en el cual se sugirió realizar un cambio en los 

términos de este grupo de padecimientos, por lo cual se designó usar el término: “desordenes 

del desarrollo sexual” (Lee et al., 2006). Los desórdenes del desarrollo sexual (DSD) pueden 

definirse como: “condiciones congénitas que resultan en una discordancia entre el sexo 

genético, gonadal o anatómico” (Krishnan y Wisniewski, 2014). 

 

Este grupo de desordenes son altamente heterogéneos e incluyen fenotipos clínicos 

como hipospadias (extrapolación del meato uretral, 1 de cada 250 niños), genitales ambiguos 

(1 de cada 4500 nacidos vivos) y reversión completa del sexo XX o XY (1 en 20,000 

nacimientos) (Eggers et al., 2016). 

 

La incidencia de este desorden sexual es variable en los diferentes grupos étnicos, por 

ejemplo, se ha calculado en 1 de cada 5000 nacimientos con genitales ambiguos por año en 

Alemania y en 1 en 2500 en algunas poblaciones árabes. La razón de esto puede reflejar las 

tasas más altas de consanguinidad o endogamia en algunas comunidades que pueden resultar 

en la expresión de rasgos recesivos. Sin embargo, los genitales ambiguos se han reportado que 

ocurren en aproximadamente 1:4500 nacimientos. En más del 80% de los casos, los bebés 

afectados se crían como niños y tienen un cariotipo XY presuntivo o confirmado. Los DSD 

46,XY incluyen 46,XY con disgenesia gonadal completa o parcial (errores en la 

determinación del testículo), subvirilización o submasculinización de un varón XY debido a 

defectos en la síntesis o acción de andrógenos. Los DSDS 46,XX incluyen disgenesia 

gonadal, sobrevirilización o masculinización de un individuo XX debido al exceso de 

andrógenos (Bashamboo et al., 2017). 
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Los DSDs son el resultado de alteraciones genéticas en cualquiera de los genes 

involucrados en el desarrollo del sexo durante la embriogénesis (Krishnan y Wisniewski, 

2014). Actualmente se ha sugerido emplear una clasificación para los DSD de la siguiente 

manera (Tabla 1): A) DSD asociados a los cromosomas sexuales, que comprende trastornos 

cromosómicos como el síndrome de Klinefelter 47,XXY, síndrome de Turner 45X, disgenesia 

gonadal mixta (MGD) 45X/46XY y ovo-testículo tipo quimera o mosaicismo 46XX/46XY; 

B) DSD 46,XY (anteriormente descrito como pseudohermafroditismo masculino), comprende 

desordenes del desarrollo testicular, desordenes en la síntesis o acción de los andrógenos y C) 

DSD 46,XX (anteriormente referido como pseudohermafroditismo femenino o 

masculinización de un individuo XX) que comprende desordenes en el desarrollo de ovario o 

exceso de producción de andrógenos durante el periodo fetal (Hughes, 2008; Ocal, 2011; 

Mouriquand et al., 2016; Witchel, 2018). 

 

Múltiples genes nuevos y vías metabólicas han sido identificados en los últimos años y 

se han asociado con alteraciones en la diferenciación sexual de la gónada masculina de 

humanos. Algunos de estos genes y condiciones clínicas son: la deficiencia de la proteína 

reguladora de la esteroidogénesis aguda (STAR, OMIM #201710), deficiencia de la enzima 

que rompe la cadena lateral del colesterol P450 (CYP11A1, OMIM #613743), deficiencia de 

17-hidroxilasa/17,20 liasa (CYP17A1, OMIM #202110), deficiencia de 3β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa 2 (HSD3B2, OMIM #201810), deficiencia de 17β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa tipo 3 (HSD17B3, OMIM #264300), deficiencia de 5α-reductasa tipo 2 

(SRD5A2, OMIM #264600) y síndrome de insensibilidad a los andrógenos (NR3C4, OMIM 

#300068). 
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Tabla (1) Clasificación de los desórdenes del desarrollo sexual (Tomado y modificado de 

Ocal, 2011; Witchel, 2017). 

 

 

 
Cromosomas sexuales DSD 

 
DSD 46,XY 

 
DSD 46,XX 

 
 
A: 46,X (síndrome de 
Turner y variantes) 
 
 
B: 47,XXY (síndrome de 
Klinefelter y variantes) 
 
 
C: 45,X y 46,XY disgenesia 
gonadal mixta 
 
 
D: 46,XX/46,XY quimeras  

 
A: Desordenes del desarrollo 

testicular 

 Disgenesia gonadal completa 

 Disgenesia gonadal parcial 

 Regresión gonadal 

 DSD Ovotesticular 

 
A: Desordenes del 
desarrollo ovárico 

 DSD Ovotesticular  

 DSD testicular 
(SRY+, dup SOX9) 

 Disgenesia gonadal 
 
 

 
B: Desordenes en la síntesis o acción 

de andrógenos 

 Defectos en la biosíntesis de 
andrógenos: deficiencia de 
5α-reductasa,    

  Mutaciones en el receptor 
de andrógenos como CAIS, 
PAIS 

  Deficiencia de 3α-
hidroxiesteroide 
deshidrogenasa como 
AKR1C2 y AKR1C3 

 
B: Exceso de andrógenos 

 Deficiencia de 21-
hidroxilasa 

 Deficiencia de 11-
hidroxilasa 

 Deficiencia de 
aromatasa 
placental 

 Virilización del 
luteoma 

 Exposición a 
andrógenos   

C: Otras alteraciones en genitales 
externos 

 

 Hipospadias severas 

 Criptorquidia 

 Síndromes de persistencia de 
los conductos Müllerianos 

 Asociadas a algunas 
ginecomastias 

 

 
C: Otras causas 

 

 Atresia vaginal 
 

 Otros síndromes 
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 Específicamente para este trabajo los DSD 46,XY son anormalidades en el desarrollo 

gonadal que se caracterizan cuando el individuo afectado posee un cariotipo 46,XY y gónadas 

masculinas, cuando llegan a estar presentes (testículos); pero presentan genitales externos 

ambiguos o de aspecto femenino en un amplio rango de características y fenotipos. En casos 

severos, se presenta un fenotipo completamente femenino y genitales externos con apariencia 

totalmente femenina (Ramos et al., 2018). Este fenotipo puede ser causado por mutaciones en 

las proteínas que son requeridas para la formación de T, incluyendo a todos los genes 

relacionados con la formación de andrógenos en las distintas vías (Witchel, 2017). Asimismo, 

se consideran como DSD 46,XY a las alteraciones en el gen que codifica para la enzima 5α-

reductasa tipo 2 (SRD5A2), en este  DSD la T no puede transformarse hacia DHT durante el 

periodo fetal debido a mutaciones que disminuyen su actividad catalítica. Afecta a individuos 

masculinos 46,XY que al nacimiento presentan genitales externos ambiguos, fenotípicamente 

poseen pseudovagina, microfalo, criptorquidia e hipospadias (Vilchis et al., 2003; Vilchis et 

al., 2010). 

 

Otro DSD 46,XY es el síndrome de insensibilidad a andrógenos (AIS). El síndrome 

afecta únicamente a individuos masculinos y es debido a mutaciones en el AR que interfieren 

con su mecanismo de acción, por tanto la T y la DHT no pueden unirse efectivamente a su 

receptor y de esta manera desencadenar un desarrollo normal en estructuras genitales internas 

y externas; además de una diversidad de fenotipos sexuales femeninos. Son tres las formas 

reconocidas de AIS: 1) síndrome de insensibilidad completa a los andrógenos (CAIS), 

poseen testículos intra-abdominales de tamaño normal, presentan genitales externos 

femeninos con una vagina terminada en un fondo ciego con vestigios derivados de ductos 

Wolffianos, tienen desarrollo completo de glándula mamaria y no poseen vello axilar y 

púbico; 2) el síndrome de insensibilidad parcial a los andrógenos (PAIS), se presenta 
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como un fenotipo predominantemente masculino con hipospadias severas o un fenotipo 

mayormente femenino con ginecomastia, clitoromegalia y genitales ambiguos; 3) en la forma 

más simple (MAIS), el efecto fenotípico varía dependiendo del tipo y lugar de la mutación 

para afectar la actividad del AR, fenotípicamente solo presentan ginecomastia (Ramos et al., 

2018). Avances en el escaneo genético han permito el análisis detallado de esta malformación 

congénita y determinar las causas de los DSDs (Ono y Harley, 2013). Sin embargo, aún con 

estos ensayos muchas de las causas de DSDs siguen siendo desconocidas y los estudios 

posteriores son realizados con la finalidad de poder brindar a los individuos afectados un 

diagnóstico preciso y un asesoramiento genético adecuado. 

 

Para el desarrollo de este proyecto en particular se definen únicamente a las 

hipospadias y se comprenden como una malformación al nacimiento en varones. Se 

caracterizan por una fusión incompleta de los pliegues uretrales produciendo una abertura 

anormal en la uretra en varios grados desde simples hasta severas y diferentes grados de 

curvatura en el pene (van der Host y de Wall, 2017). Las hipospadias son la segunda causa 

más común de desórdenes congénitos masculinos después del criptoquidismo (un mal 

descenso en los testículos), pero es la malformación congénita de pene más común. Su 

incidencia en México es de 3 a 8 individuos por cada 1000 niños nacidos vivos (Donaire y 

Mendez, 2018). La clasificación estándar de las hipospadias está basado en la ubicación del 

meato uretral: distal o proximal. Esta clasificación es variante, aunque el 70% de las 

hipospadias se encuentran comúnmente en la posición glanular (distal), mientras que el resto 

se considera severa o grave además de complejo. La causa exacta de este padecimiento es aún 

desconocida, sin embargo las investigaciones han identificado su probable origen en causas 

genéticas, endocrinas y probablemente en factores medio ambientales. Asimismo, defectos en 

el metabolismo de andrógenos, como mutaciones en la enzima 17β-hidroxiesteroide 
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deshidrogenasa tipo 5 (AKR1C3) pueden incrementar el riesgo de generar hipospadias (Bouty 

et al., 2015; Sordehall et al., 2015; Donaire y Mendez, 2018). 

 

Las evidencias para el papel esencial de la DHT en la diferenciación sexual masculina 

provienen de la observación de individuos 46,XY con defectos en la 5α-reductasa 2 y que 

desarrollan hipospadias con pseudovagina, virilización parcial en estos individuos al 

nacimiento es generalmente atribuida a la T. En pacientes con deficiencia de 5α-reductasa 2, 

la virilización podría también ser parcialmente atribuida a la DHT sintetizada por el testículo 

fetal a través de la ruta “alternativa” que no requiere 5α-reductasa 2. En nuestro laboratorio 

hemos estudiado y caracterizado los genes NR3C4, SRD5A2, HSD17B3, AKR1C2, HSD17B6 

y NR5A1 como causa de DSD 46,XY y diagnóstico de genitales ambiguos en un grupo 

pacientes mexicanos (Vilchis et al., 2008; Vilchis et al., 2010). Algunos de estos individuos 

afectados no han sido estudiados correctamente y desafortunadamente algunos de ellos han 

sido gonadectomizados en la infancia o durante la pubertad cuando aparece la virilización. El 

diagnóstico de estos pacientes se ha dificultado debido a la variabilidad clínica y a la 

semejanza existente entre los fenotipos con DSD 46,XY.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

Resultados recientes han demostrado que la vía “backdoor” para la biosíntesis de 

andrógenos podría ser importante o estar implicada en la diferenciación sexual masculina, 

esto indica una posible participación de la vía “backdoor” en la formación de DHT. Por lo 

tanto, en este estudio se realizarán ensayos moleculares para caracterizar mutaciones en el gen 

AKR1C3 en pacientes de origen mexicano con cariotipo 46,XY y fenotipificados clínica y 

únicamente con hipospadias aisladas. 
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HIPÓTESIS 

 

Si la vía “backdoor” es una de las principales fuentes de esteroides C19-5α-reducidos 

durante la embriogénesis, las deficiencias de la actividad enzimática de la 3α-HSD (oxidativa-

reductiva) podría ser una causa de DSD 46,XY debido a la incapacidad de formar 3α-diol o 

convertir 3α-diol a DHT. En consecuencia, estos individuos tendrían un cuadro clínico similar 

al de los sujetos con síndrome de insensibilidad a andrógenos parcial (PAIS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ESTUDIO DE LOS DESÓRDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANÁLISIS DEL GEN AKR1C3 

 

ARMANDO MARTÍNEZ MARTÍNEZ   31 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar y determinar mutaciones en el gen AKR1C3 en individuos con Desordenes 

del Desarrollo Sexual 46,XY asociados a hipospadias aisladas. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

Se determinarán mutaciones en la región codificante del gen AKR1C3 de 25 pacientes 

46,XY fenotipificados clínica y exclusivamente con hipospadias aisladas.  

 

Se compararán las substituciones obtenidas con las aldo-ceto reductasas (AKRs) 

clonadas a la fecha para identificar su porcentaje de identidad y establecer su posible 

importancia estructural. 

 

Se utilizarán bases de datos para diferenciar la presencia entre posibles polimorfismos 

y mutaciones del gen AKR1C3. 

 

Se utilizarán programas bioinformáticos para predecir la patogenicidad de las 

mutaciones encontradas y el posible daño funcional. 
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2. MATERIAL Y METODOS 

 

En este estudio molecular, ningún tipo de prueba se aplicó directamente en los 

pacientes; es además, un estudio mutacional-comparativo entre casos y controles. Por otro 

lado este estudio se considera de tipo traslacional, ya que se realizaron estudios en el área 

clínica para la valoración y manejo de los pacientes, así como en el área básica para el análisis 

molecular  de desórdenes del desarrollo sexual 46,XY con hipospadias aisladas.  

 

El presente estudio fue aprobado por el comité de Investigación y Ética del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (BRE-2601-19-21-1; Reg. 

CONBIOÉTICA-09-CEI-011-20160627) y cumple con el Reglamento de la Ley general de 

Salud,  el cual, se considera de riesgo mínimo ya que para este estudio se tomó una muestra 

única de 5-10 ml de sangre por punción venosa, el cual es un procedimiento común en 

examen de diagnóstico rutinario y se realiza en el área clínica  bajo consentimiento informado 

y firmado por los padres de los pacientes que son de edad pediátrica. La historia clínica de 

cada uno de los pacientes con hipospadias se mantuvo y mantendrá en estricta 

confidencialidad por parte de los servicios del área clínica del Instituto. 

 

Para este proyecto se utilizó DNA genómico (gDNA) de 25 pacientes mexicanos 

diagnosticados al nacimiento única y exclusivamente con hipospadias aisladas por parte del 

Instituto Nacional  de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán, además se aplicaron 

estudios moleculares sobre algunos genes (NR3C4 y SRD5A2) causantes de desórdenes del 

desarrollo sexual 46,XY  para excluirlos como causa de hipospadias aisladas específicamente 

en estos pacientes.  
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Para el grupo control se incluyeron 100 individuos masculinos de origen mexicano, 

mayores de 18 años, todos fueron captados en el departamento de Biología de la 

Reproducción  del Instituto Nacional  de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán en el 

periodo 2010 a 2018,  con consentimiento informado y firmado para la extracción y uso de su 

gDNA únicamente con fines de investigación. Estos individuos se consideran sanos por no 

presentar ningún tipo de desorden del desarrollo sexual 46,XY y ninguna afectación en el 

aparato genitourinario. Por otro lado, de los 100 individuos control, 50 individuos control 

fueron usados para el exón 1 y 3, y 100 fueron usados para el exón 2 del gen AKR1C3, esto 

último se hizo con el fin de buscar las 2 variantes encontradas dentro del exón 2 de pacientes 

con hipospadias ya que solo una variante se encontró en los primeros 50 controles analizados 

para este exón, de este modo se aseguró la presencia o ausencia de esta variante dentro de un 

tamizaje molecular en un total 100 individuos control únicamente para el exón 2.  
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2.1 EXTRACCIÓN DE DNA 

 

Se extrajeron de 5-10 ml de sangre periférica de pacientes y controles. Los 10 ml de 

sangre periférica se coloca en tubos cónicos de 50 ml con 200 µL de EDTA 0.5 M pH 8.0. Se 

mezcló por inversión. Posterior a esto se coloca la muestra sobre hielo y se procedió a llevar a 

un volumen de 35 ml con una solución de sacarosa-tritón 2X (Sacarosa 0.64 M, Tris-Base 

0.02 M, MgCl2 0.01 M, Tritón 100X al 2% pH 7.6). La muestra se llevó a un volumen final 

de 50 ml con agua desionizada, estéril  y destilada (ddH2O). La muestra fue colocada sobre 

hielo durante 10 minutos y se mezcló varias por inversión. Las muestras fueron centrifugadas 

a 1000 xg durante 15 minutos a 4°C. Se decantó el sobrenadante y el precipitado fue 

suspendido en 3 ml de solución de lisis nuclear  (Tris-Base 10 mM, NaCl 400 mM, Na2 

EDTA 2 mM pH 8.2), con 108 µL de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 20% y 100 µL de 

proteínasa K (5 mg/ml), se mezcló y se colocó en una incubadora con agitación a 50°C 

durante un mínimo de 2 horas. El contenido fue transferido a tubos cónicos estériles de 15 mL 

y se agregó 1 mL de NaCl saturado, se agito vigorosamente durante 15 segundos. Las 

muestras se centrifugaron a 1000 xg durante 15 min a temperatura ambiente. El sobrenadante 

se transfirió a tubos cónicos de 15 mL estériles. Se agregaron 2 volúmenes de etanol absoluto 

frío y se mezcló por inversión hasta que el DNA se precipitó. Se extrajo el DNA con una 

pipeta Pasteur sellada y se procedió a lavar con etanol al 70% durante 30 segundos. Se extrajo 

el DNA y se dejó secar por 30 segundos a temperatura ambiente. El DNA fue resuspendido en 

200 µL de Tris-EDTA (Tris 1.0 mM, EDTA 0.1 mM) y se mezcló suavemente hasta disolver 

completamente el DNA. Se dejó disolver el DNA en una incubadora a 37ºC durante toda la 

noche. La pureza y concentración de la muestra fue cuantificada espectrofotométricamente. 
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2.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 

 

Se realizó una PCR de punto final que consistió en una amplificación in vitro de una 

región especifica del gen AKR1C3, en la que cada región especifica de ambas hebras de DNA 

fueron amplificadas y al final de la reacción se obtuvieron millones de copias de nuestra 

secuencia de interés. En este caso se realizó un PCR por cada uno de los 9 Exónes que posee 

el gen AKR1C3 con oligonucleótidos específicos para amplificar cada región exónica y se 

muestran acontinuación: 

 

   
         Exón 

 
                          Secuencia de Oligonucleótidos 

Temperatura 
           de 
Alineamiento   

 
         1 
 

5’ GTAATCTCTGAGGAGAAGCAG 3’  
60°C 

3´ AATACGGGTTTCACTTCTACTA5’ 

 
         2 
 

5´ CCACAGTGATCACCAGATACTAC3’  
60°C 

3´ GTCATCTCCACACAATCACAATAAA5’ 

 
         3 
 

5´ GATTTGCTCAAGCATTCATTCA3’  
60°C 

3´ GACAGCAGAAGCGCAATTT 5’ 

 
         4 
 

5´ GGTTACAGCTATGAGTGGAGAAA3’  
60°C 

3’ CCTATTGAACCTGGGAAACAGA 5’ 

          
         5 
 

5’ GCAGCCAACTGCACAAATAA 3’  
60°C 

3’  TGAAGAACCGAAAGGAGAGAAG5’ 

 
         6 
 

5’ TCAGCTTCCTTACTTTCATCTT 3’  
60°C 

3’ GGTTTATGTAAAGGTCCCATTGT 5’ 

 
         7 
 

5’ CAGCCTTTCTGCCTTTCCTT3’  
60°C 

     3’ CAGGAGACCTGAGGCCC 5’ 

 
         8 
 

5’ GGGATTCACAACTGGCAATCTA 3’  
60°C 

     3’  CTGGTATGGAGGTCACTCTCA 5’ 

 
         9 
 

 5’ CAGCTTCATTGAAATCACTTTACTACTC3’  
60°C 

3´ TCCAGTCACCGGCATAGA 5’ 
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 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) punto final utilizada para la técnica 

SSCP se realizó con los siguientes reactivos y sus respectivos volúmenes para cada uno de los 

9 exónes del gen AKR1C3 como sigue: 

 

Componente para PCR punto final Vol. Utilizado para 1 reacción 

Buffer 5X  5.0 µL 

MgCl2 Solucion 25 mM 1.6 µL 

Mix de nucleotidos 10 mM  0.5 µL 

Primer Sentido 0.5 µL 

Primer Antisentido 0.5 µL 

Taq Polimerasa  0.2 µL 

gDNA 1.5 µL 

dCTP32 0.3 µL 

DMSO 1.0 µL 

H2Odd 8.9 µL 

Volumen final 20  µL 
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2.3 POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE CADENA SENCILLA (SSCP) 

 

Una vez analizados los exones del gen AKR1C3 de los pacientes y controles, se utilizó 

la técnica de tamizaje molecular SSCP. Todas las muestras fueron analizadas mediante geles 

de acrilamida a diferentes concentraciones y se prepararon de la siguiente manera: 8% sin 

glicerol (36.89 mL de ddH2O, 14.0 mL de TBE 5X, 18.66 mL de acrilamida/bisacrilamida 

(29:1), 0.49 mL de PSA 10%, 25 μL de Temed) 8% con glicerol (29.85 mL de ddH2O, 7.0 

mL de glicerol, 14.0 mL de TBE 5X, 18.66 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL 

de PSA 10%, 25 μL de Temed), 5.4% sin glicerol (42.91 mL de ddH 2O, 14.0 mL de TBE 

5X, 12.6 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de PSA 10%, 24.5 μL de Temed) y 

5.4% con glicerol (35.91 mL de ddH2O, 7.0 mL de glicerol, 14.0 mL de TBE 5X, 12.6 mL 

de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de PSA 10%, 24.5 μL de Temed). Se dejó 

desgasificar por 5 minutos y al termino fue agregado el TEMED para su polimerización. El 

gel de poliacrilamida se dejó polimerizar durante 1 hora y se colocaron en cámaras de 

electroforesis. Se preparó 1 L de solución de corrida de TBE 0.5X para cada sistema. Para 

cargar las muestras en los geles, se usó 1 µL de la muestra obtenida de PCR y se le agregaron 

14 µL de solución de carga para SSCP (EDTA 20 mM, formamida 95%, azul de bromofenol 

0.05%). Las muestras se desnaturalizaron a 94ºC durante 5 minutos. Las muestras se 

colocaron en frío. Las muestras desnaturalizadas fueron colocadas en los geles previamente 

preparados para realizar la electroforesis. La electroforesis se dejó correr a 200-250 volts 

durante 12-18 horas. A continuación el gel fue colocado en papel Whatman de 3MM y se 

colocó en un secador durante 1 hora a 70ºC. Las muestras trasferidas en el papel fueron 

expuestas a una pantalla (Molecular Imager FX, Imaging screen-K, BioRad) durante un 

mínimo de 3 horas para posteriormente ser analizadas en un escáner PMI Personal Molecular 

Imager BIO-RAD usando el programa QuantityOne 4.6. 
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2.4 PURIFICACIÓN DE DNA MEDIANTE ELECTROELUCIÓN 

 

Una vez identificadas las muestras con un patrón de movimiento electroforético 

diferente, estas fueron amplificadas nuevamente por medio de PCR  y visualizadas a través de 

un gel al 1% de agarosa teñido con Midori Green. Se utilizaron 3 μL de solución de carga más 

5 μL de muestra de PCR y se colocaron en el gel. Se utilizó nuevamente el software: 

Molecular Imager® Chemi DocTM XRS+ Imaging System with Image LabTM. Las muestras en 

el gel fueron analizadas en un transiluminador con UV. Se identificó que el tamaño esperado 

fuera el correcto y se procedió a cortar y extraer las muestras del gel. Se colocaron las 

muestras en tubos eppendorf de 1.5 ml. Enseguida se lavaron en membranas de diálisis con 

ddH2O y fueron equilibradas con TBE 0.5X.  Se colocaron las muestras en las membranas y 

se adicionó TBE 0.5X hasta cubrir la muestra, esto se hizo dentro de una cámara de 

electroforesis y se dejó correr a 100 volts durante 15 minutos. Al término de la electroforesis 

se extrajo el TBE 0.5X de las membranas que contenía el DNA electroeluido. 

 

Las muestras fueron colocadas en columnas Amicon® Ultra-4 y se agregaron 3 ml de 

H2Odd. Se centrifugaron a 1000 xg durante 10 minutos, se eliminó el centrifugado y se 

extrajo el sobrenadante. Las muestras obtenidas fueron colocadas en tubos eppendorf  de 0.5 

ml y analizadas mediante espectrofotometría para medir su integridad y posteriormente se 

visualizó por electroforesis en un gel de agarosa al 1%  teñido con Midori Green y una 

solución de carga de TBE 0.5X a 90-110 volts para visualizar su pureza. 
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2.5 SECUENCIACIÓN 

 

Las muestras purificadas fueron secuenciadas mediante el estuche Big Dye Terminator 

V3.1 Cycle Secuencing (Applied Biosystems, Foster City, CA) y para cada una de las 

muestras se usó el siguiente protocolo: 

Reactivo 1 Reacción 

Big Dye Terminator reaction Mix 2.0 µL 

Big Dye Solution 5X 1.0 µL 

H2O 5.0 µL 

Primer 1.6 pmol (1.0 µL) 

DNA            5 nanogramos (1.0 µL) 

Volumen final 10 µL 

 

Después de preparadas las muestras, se procedió a colocarlas en un termociclador 

Veriti de Applied Biosystems, las condiciones que presentó el programa para esta reacción 

fueron: 1 ciclo a 95ºC por 1 minuto, 35 ciclos a 96ºC durante 10 segundos, 50ºC por 5 

segundos y 60ºC por 4 minutos, finalmente 1 ciclo a 4ºC. 

 

El producto de secuenciación se purifico utilizando 45 µL de solución SAM y 10 µL 

de solución Big Dye XTerminator. Se agitaron las muestras durante 30 minutos y se 

centrifugaron por 2 minutos a 1000 xg en una microcentrífuga. Se obtuvo el sobrenadante y se 

colocó en tubos limpios. 

 

Se preparó el equipo de secuenciación (310 Genetic Analyzer ABI PRISMTM Applied 

Biosystems, Foster City, CA) y se procedió a colocar todas las muestras dentro del equipo, 

para secuenciar cada una de ellas en ambos sentidos. Posteriormente se analizaron las 

secuencias obtenidas para su análisis por medio del software Chromas Lite 2.6. 
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2.6 EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG  

 

Para determinar si los genotipos de nuestra población se encuentran en equilibrio de 

Hardy-Weinberg, las proporciones genotípicas esperadas se compararon con las frecuencias 

genotípicas observadas. Para esto utilizamos la siguiente ecuación: 

 

    

  

Dónde:  

p= la frecuencia del alelo A 

q= la frecuencia del alelo a 

p2= probabilidad de poseer unos alelos A/A 

q2 = probabilidad de poseer unos alelos a/a 

2pq= probabilidad de ser heterocigoto (A/a) 

 

Se aplicó la ecuación a las frecuencias obtenidas previamente (p y q) para cada uno de 

los exónes tanto de pacientes como controles. Posteriormente, para evaluar el efecto del azar 

sobre los valores observados y esperados, se aplicó una prueba de bondad de ajuste de X2 

(bondad de ajuste de chi-cuadrado) en cada grupo estudiado.

 

(p+q)2= p2+2pq+q2=1 
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2.7 ANÁLISIS IN SILICO 

 

Las variantes identificadas previamente mediante secuenciación fueron comparadas 

con múltiples bases de datos y la literatura disponible al momento de la realización de este 

estudio, esto se hizo con la finalidad de obtener una interpretación más profunda y que 

permitió determinar la patogenicidad de estas variantes determinadas. Para esto se han 

desarrollado bases de datos que usan algoritmos de predicción, que estiman la probabilidad de 

las variantes génicas para tener consecuencias deletéreas para la proteína. En este caso se 

analizaron las variantes encontradas en la región codificante del gen AKR1C3 y se determinó 

su probable afectación a la proteína. Los programas utilizados en este estudio fueron 

MutationTaster2 (http://www.mutationtaster.org/), PolyPhen-2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), Provean (http://provean.jcvi.org/seq_submit.php) y 

SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html). 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 ANÁLISIS POR PCR 

 

El tamizaje molecular del gen AKR1C3 en pacientes 46,XY diagnosticados clínica  y 

exclusivamente con  hipospadias se inició con la amplificación de la región codificante por 

PCR-dCTP[α-32P], es decir, se obtuvo cada uno de los 9 exones que posee el gen. Los 

productos de la reacción fueron cargados en  geles de agarosa (un gel por cada exón  

amplificado) junto con un marcador de peso molecular (MPM) para comparar el tamaño de 

los fragmentos amplificados tanto de pacientes como de sujetos control. Seguido de esto,  los 

productos de reacción fueron sometidos a electroforesis. Los análisis en geles de agarosa 

indicaron que todos los exones del gen fueron amplificados con especificidad al observar una 

sola banda y presentaban un tamaño esperado entre 200 y 250 pb. La figura 8 muestra una 

electroforesis representativa para los 9 exones amplificados del gen AKR1C3. 

 

Fig. 8. Figura representativa de uno de los exones del gen AKR1C3. En la imagen se muestra 

el exón 2. Los números indican las muestras amplificadas de sujetos control (1-27). 

 

 

          MPM     1 2       3       4       5      6       7       8       9      10      11     12      13      14    MPM 

                 MPM   15     16     17    18      19     20      21     22      23      24     25               26     27   MPM 
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   3.2 TAMIZAJE MOLECULAR POR SSCP 

 

Posterior a la amplificación por PCR se procedió a la realización del tamizaje 

molecular del gen AKR1C3 por la técnica de SSCP. Los productos de PCR amplificados 

fueron cargados en geles de poliacrilamida y se sometieron a electroforesis. Para cada exón se 

prepararon cuatro concentraciones diferentes de poliacrilamida como se describe en la 

metodología y cada uno de los pacientes fue tamizado en cada uno de los sistemas. Esto se 

realizó para cada uno de los 9 exones del gen AKR1C3, obteniendo un total de 36 sistemas 

para el análisis de este gen. Las concentraciones usadas para los geles han sido estandarizadas 

en nuestro laboratorio, con lo cual en alguno de los cuatro sistemas se puede visualizar mejor 

el patrón de migración de las muestras, además, un grupo de 50 individuos sanos se usaron 

como controles y fueron sometidos a las mismas condiciones que las muestras para cada uno 

de los exones del mismo gen.  

 

Por medio de la técnica de SSCP se pudo observar un patrón de migración variable en 

los exones 1, 2 y 3 del gen AKR1C3 a 5.4% sin glicerol, 8% con glicerol y 5.4% con glicerol 

respectivamente (Fig. 9). El patrón de migración electroforética variable fue determinado y 

comparado con el patrón de movilidad que presentaron los controles (Fig. 10).   
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A) Exón 1   

                                         

 

 

 

B) Exón 2       

             

              

 

 

 

 

C 

C C 
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      C) Exón 3 

 

                                         

 

Fig. 9. Patrón de migración de los exones 1, 2 y 3 del gen AKR1C3 en geles desnaturalizantes 

de poliacrilamida al 5.4% sin glicerol (A), 8% con glicerol (B) y 5.4% con glicerol (C), 

respectivamente. Los pacientes con hipospadias aisladas fueron tamizados y comparados con 

individuos control. Los pacientes con un patrón electroforético variable se muestran con una 

flecha, adicionalmente se encontraron tres diferentes patrones de migración electroforética en 

el exón 1 (A), dos patrones en el exón 2 (B) y tres patrones para el exón 3 (C), a cada extremo 

de los geles se le colocó un control (marcado con la letra “C”).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 
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           3.3 SECUENCIACIÓN 

 

Posterior a la detección de variantes génicas en los exones 1, 2 y 3 del gen AKR1C3, 

se realizaron ensayos de secuenciación Sanger en las muestras de pacientes, esto se hizo con 

el fin de determinar las posibles substituciones en el gen. Mediante ensayos de secuenciación 

por el sistema BigDye se obtuvo el electroferograma del exón 1 y se identificó una 

transversión en el nucleótido 15 ocasionada por el cambio de una citosina por una guanina 

en el codón 5 (CAC/CAG) (c.15C>G), debido a este cambio, la secuencia que debería 

codificar para una histidina (H) codifica para una glutamina (Q) en el aminoácido 5 (p.H5Q) 

de la proteína  (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            GAT    TCC    AAA   CAC   CAG     TGT      GTA    

                                  G 

                               p.H5Q 
 

Fig. 10. Electroferograma en donde se observa la secuencia parcial del exón 1 del gen 

AKR1C3. La secuencia nucleotídica muestra la región polimórfica c.15C>G (flecha) y la 

substitución p.H5Q localizada en la proteína. 
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Del mismo modo se obtuvo el análisis de secuencia del exón 2 del gen AKR1C3 y se 

pudo identificar una transición en la posición 230, en donde se cambia una adenina por una 

guanina (GAA/GGA) (c.230A>G). De esta transición se obtiene una substitución en el codón 

77, cambiando un ácido glutámico (E) por una glicina (G) (p.E77G) (Fig. 11).  

 

 

 

       GTG      AAG    AGA     GAA      GAC    ATA    TT 

                                G 

                                                                      p.E77G 

 

Fig. 11. Electroferograma en donde se observa la secuencia parcial del exón 2 del gen 

AKR1C3. La secuencia de nucleótidos mostró la substitución c.230A>G (flecha) y se pudo 

deducir el cambio de aminoácido p.E77G en la proteína. 
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Asimismo, se obtuvo el electroferograma de la secuencia parcial del exón 3 del gen 

AKR1C3 y se identificó una transición en el nucleótido 312. Se observó el cambio de una 

guanina por una adenina (AAG/AAA) (c.312G>A), sin embargo, con esta substitución la 

proteína no obtuvo cambio en su secuencia de aminoácidos ya que el triplete original codifica 

para una lisina (K) y el triplete con la substitución de igual forma codifica para una lisina (K) 

(p.K104=) (Fig. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          AAC    TCA    CTG    AAG    AAA    GCT    CAA              

                                 A                                                                                                                     

p.K104= 

Fig. 12. Electroferograma que muestra la secuencia parcial del exón 3 del gen AKR1C3. La 

flecha marca la secuencia donde existe el cambio en la posición nucleotídica c.312G>A, en 

este caso no existe cambio de aminoácido p.K104=, en la proteína. 
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Con los resultados obtenidos en pacientes 46,XY con hipospadias, se decidió realizar 

el análisis de genotipificación mediante SSCP a un grupo de 50 individuos (exones 1 y 3) y 

100 individuos (exón 2) para confirmar la existencia de las variantes en la población 

mexicana. Los resultados mostraron patrones de migración electroforética diferentes en los 

exones 1, 2 y 3 en individuos control similar a lo encontrado para los pacientes (Fig. 13). 

 

D) Exón 1 controles                                                                                    

 

 

E) Exón 2 controles 
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F) Exón 3 controless 

 

 

 

Fig. 13. Las imágenes muestran tres geles de poliacrilamida utilizando la misma 

concentración para los pacientes donde se encontraron variantes, 5.4% sin glicerol (D), 8% 

con glicerol (E) y 5.4% con glicerol (F), respectivamente.  
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3.4. ANÁLISIS GENOTÍPICO Y ALÉLICO 

 

Una vez identificados los genotipos de cada exón en ambos grupos (pacientes y 

controles), se calculó la frecuencia genotípica, para esto, se sumó la cantidad de individuos 

que poseían el mismo genotipo y se dividió entre el número total de individuos en la muestra 

(n), como se describe en la tabla 2. De igual modo se calcularon las frecuencias alélicas a 

partir de las frecuencias genotípicas de acuerdo a las siguientes formulas:  

 

Tabla 2. Formulas usadas para calcular frecuencias genotípicas y alélicas encontradas. 

Dónde:  

n= número total de individuos en la muestra      p= frecuencia alélica del alelo A 

AA= homocigoto del alelo A                              q= frecuencia alélica del alelo a 

aa= homocigoto del alelo a 

Aa= heterocigoto 

 

Frecuencias genotípicas 

 

Frecuencias alélicas 

 

ƒ(AA)=  número de individuos AA/n 

ƒ(Aa)=  número de individuos Aa/n 

ƒ(AA)=  número de individuos aa/n 

 

 

 p=  ƒ(AA) + ½  ƒ(Aa)    

 q=  ƒ(aa) + ½  ƒ(Aa)    
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Los resultados de las frecuencias alélicas de los 25 pacientes con hipospadias mas los 50 

individuos (exones 1 y 3) y 100 individuos (exón 2) control son mostrados en la tabla 3. 

 

Tabla 3. Frecuencias alélicas para las variantes de AKR1C3 asociadas con hipospadias 

aisladas y controles sanos en nuestro grupo estudiado. Para el exón 1 (c.15C>G) y para el 

exón 3 (c.312G>A) solo se utilizaron 50 controles. 

 

Gen Variantes        Alelo 

 

Función  % Hipospadias 

 (n=25) 

Frecuencia 

genotípica 

 

 

Frecuencia 

alélica 

% Controles 

(n=100) 

Frecuencia 

genotípica 

 

 

Frecuencia 

alélica 

AKR1C3 Exón 1 

c.15C>G 

C/C 

G/G 

C/G 

No 

sinónima 

28 (7) 

36 (9) 

36 (9) 

p= 0.46 

q=0.54 

22 (11) 

38 (19) 

40 (20) 

p= 0.42 

q= 0.58 

 Exón 2 

c.230A>G 

A/A 

G/G 

A/G 

No 

sinónima 

80 (20) 

ND 

20 (5) 

      p= 0.9 

      q= 0.1 

71 (71) 

2 (2) 

27 (27) 

p= 0.84 

q= 0.155 

 Exón 3 

c.312G>A 

G/G 

A/A 

G/A 

Sinónima 12 (3) 

36 (9) 

52 (13) 

      p= 0.38 

      q=0.62 

4 (2) 

70 (35) 

26 (13) 

p=0.17 

q= 0.83 

 

En los resultados obtenidos del análisis de frecuencia para ambos grupos (pacientes y 

controles) observamos que en la variante c.15C>G del exón 1, el genotipo con menor 

frecuencia fue el genotipo silvestre C/C y siendo de mayor frecuencia el genotipo G/G en 

ambos grupos; esto también se ve reflejado en sus respectivas frecuencias alélicas donde 

ocurrió lo mismo. El alelo C se presentó en menor proporción y el alelo G se presentó en 

mayor frecuencia aunque en proporción muy cercanas entre sí.  

 

Para la variante c.230A>G del exón 2, el genotipo A/A silvestre se mantuvo en mayor 

proporción en comparación con los genotipos A/G y G/G siendo este último el menos 

frecuente en la población control y ausente en la población de pacientes con hipospadias. En 
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cuanto a sus frecuencias alélicas, éstas estuvieron muy cercanas entre sí, siendo el alelo A el 

más frecuente o tipo silvestre. 

 

Por otro lado, los resultados para la variante c.312G>A del exón 3 mostraron una 

frecuencia genotípica mayor en el genotipo G/A comparada con el genotipo G/G, siendo este 

último el genotipo con menor frecuencia tanto en controles como en pacientes. Además la 

frecuencia alélica mostró que el alelo A se presentó en mayor frecuencia que el alelo G (alelo 

de tipo silvestre). 
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3.5 ANÁLISIS DE EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG  

 

Se determinó que ambos grupos se encuentran en equilibro de Hardy-Weinberg ya que 

el resultado fue no significativo (P>0.05), con estos datos podemos sugerir que los genotipos 

se encuentran estables y el resumen de los datos se muestra en las siguientes tablas. 

 

AKR1C3 Exón 1 

 

Población 

 

Variante 

Número 

de 

muestras 

 

gl 

 

X2 

 

Probabilidad 

 

Significancia 

Control c.15C>G 

 

50 1 2.34 ≈ 0.1 ns 

Hipospadias c.15C>G 

 

25 1 1.499 ≈ 0.2 ns 

ns= no significativo            gl= grados de libertad 

 

AKR1C3 Exón 2 

 

Población 

 

Variante 

Número 

de 

muestras 

 

gl 

 

X2 

 

Probabilidad 

 

Significancia 

Control c.230A>G 

 

100 1 0.092 ≈ 0.75 ns 

Hipospadias c.230A>G 

 

25 1 0.308 ≈ 0.60 ns  

ns= no significativo            gl= grados de libertad 

 

AKR1C3 Exón 3 

 

Población 

 

Variante 

Número 

de 

muestras 

 

gl 

 

X2 

 

Probabilidad 

 

Significancia 

Control c.312G>A 

 

50 1 0.352 ≈ 0.55 ns 

Hipospadias c.312G>A 

 

25 1 1.95 ≈ 0.15 ns  

ns= no significativo            gl= grados de libertad 
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3.6. PREDICCIÓN IN SILICO  

 

Una vez identificadas las variantes génicas y de aminoácidos, se realizaron los análisis 

in silico para predecir y determinar la patogenicidad de las alteraciones encontradas en el gen 

AKR1C3 que codifica la proteína 3α-HSD 2/17β-HSD 5, se compararon con las bases de 

datos y diferentes algoritmos de predicción. 

 

Los resultados obtenidos para la variante p.H5Q en el programa MutationTaster2 

predijeron únicamente un polimorfismo sin ninguna afectación a la proteína, de igual forma el 

programa PolyPhen-2 predijo ese cambio como benigno. Provean marco la variante como 

neutra y SIFT por su parte indicó ese cambio como tolerado. Esto nos indica que esta variante 

muy probablemente y de acuerdo a los programas bioinformáticos no afectaría la función de 

la proteína (tabla 1). 

 

 La variante p.E77G en el programa MutationTaster2 marcó como un polimorfismo 

esta variante, de igual manera el programa PolyPhen-2 nos indicó un resultado benigno, sin 

embargo el programa Provean marca este cambio como deletéreo con lo cual es probable una 

afectación a la proteína. De forma similar el programa SIFT nos predijo un cambio con 

probable daño a la proteína (tabla 1). 
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Por otro lado para los resultados de los análisis in silico para la variante (p.K104=) no 

se identificó ningún tipo de cambio en la proteína debido a que la substitución no afecto la 

secuencia de aminoácidos para esta. De este modo, casi todos los programas bioinformáticos 

no predijeron algún tipo de daño a la proteína excepto en el programa SIFT que nos predijo 

un probable daño (tabla 6). 

 

Tabla 6. Cuadro comparativo de las cuatro bases de datos consultadas para el análisis in silico 

de las variantes encontradas en los exones del gen AKR1C3. 

 

 

Variantes Mutation Taster2 PolyPhen-2 Provean SIFT 

 
p.H5Q 

 
Polimorfismo 

 
Benigna 

 
Neutral 

 
Tolerada 

 
p.E77G 

 
Polimorfismo 

 

 
Benigna 

 
Deletérea 

 
Probable Daño 

 
p.K104= 

 
Polimorfismo 

 
Benigna 

 
Neutral 

 
Probable Daño 
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4 DISCUSIÓN 

 

Durante el desarrollo embrionario masculino, los andrógenos desempeñan un papel 

importante en la diferenciación sexual. Múltiples genes son requeridos en etapas tempranas 

del desarrollo embrionario para actuar sobre la biosíntesis de hormonas esteroides 

androgénicas y lograr la activación del AR. Los esteroides con 19 átomos de carbono como T 

y DHT originan un correcto desarrollo de los genitales internos y externos. Así, la 

diferenciación sexual masculina es inducida por la formación del complejo al AR-DHT, esta 

unión desencadena una serie de eventos genéticos y fisiológicos que culminaran en la 

diferenciación de las estructuras sexuales masculinas externas (escroto, pene, uretra y 

desarrollo prostático) en el humano durante la vida fetal (Patrao et al., 2009; Witchel., 2017). 

 

La producción de DHT se realiza mediante la vía “clásica” donde la T es usada como 

principal intermediario. Sin embargo, se ha reportado otra vía en donde la T no es utilizada 

para la producción de DHT y se ha denominado vía “backdoor”. En esta vía intervienen una 

serie de enzimas (AKR1C2-4, HSD17B6, SRD5A1) que pudieran participar en el correcto 

desarrollo sexual masculino (Auchus, 2004; Biason et al., 2013; Fukami et al., 2013). Una de 

las enzimas participantes en la “backdoor” es codificada por el gen AKR1C3 (Rizner y 

Penning, 2014), miembro de la familia de las aldo-ceto reductasas. Debido a que se han 

descrito individuos con DSD 46,XY que presentan mutaciones en el gen AKR1C2 (Fluck et 

al., 2011; Miller y Auchus, 2011; Biason-Lauber et al., 2013) , alteraciones en el gen AKR1C3 

podrían estar asociadas a DSD 46,XY durante el periodo fetal, ya que la enzima interviene en 

los últimos pasos del metabolismo para la producción de DHT dentro de la vía “backdoor” 

(Penning, 2000; Fluck et al., 2011; Miller y Auchus 2011: Biason-Lauber et al., 2013; 

Achermann et al., 2015). Actualmente no existen estudios específicos sobre el gen AKR1C3 
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en  individuos 46,XY con DSD asociados a hipospadias, por ello en este estudio se realizó el 

tamizaje molecular de las regiones exónicas del gen AKR1C3 en 25 individuos con 

hipospadias por medio de geles de poliacrilamida seguido de secuenciación Sanger.  

 

Los resultados determinaron variantes genotípicas en tres de los exones del gen 

AKR1C3 (exones 1, 2 y 3). Las variantes fueron observadas tanto en los 50 individuos sanos 

como en los 25 individuos con DSD 46,XY asociados a hipospadias. De acuerdo a los 

resultados obtenidos en el exón 1, la variante c.15C>G generó el cambio de Histidina (CAC) 

por Glutamina (CAG). El alelo C/G (heterocigoto) aparece con una frecuencia muy similar a 

la proporción del alelo G/G en ambas poblaciones dejando en menor cantidad al alelo C/C 

que es el alelo silvestre, con lo cual podemos sugerir que el alelo G se podría estar fijando 

dentro de la población; sin embargo mediante el cálculo del equilibrio Hardy-Weinberg se 

pudo demostrar que este alelo se encuentra en equilibrio así que la reproducción no podría ser 

es un factor que esté actuando en estos individuos, por lo que se sugiere que otros 

mecanismos son los que probablemente estén actuando para producir el aumento y la 

disminución de las frecuencias de los alelos.  

 

Para la variante p.E77G localizada en el exón 2 del gen AKR1C3 se mostró un cambio 

c.230A>G donde el triplete (GAA) que codifica para un ácido glutámico cambió por (GGA) 

una Glicina. Las proporciones alélicas muestran que el alelo A/A, que es el tipo silvestre, se 

presentó en mayor proporción en ambos grupos, el alelo heterocigoto A/G tuvo una 

proporción menor pero el alelo G/G estuvo ausente en el grupo de pacientes y solo dos 

individuos en el grupo control. De acuerdo al resultado del análisis de Hardy-Weinberg el 

alelo A/A se mantiene fijo en la población estudiada y es el alelo dominante. 
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Para el exón 3 del gen AKR1C3 la variante c.312G>A en el que el triplete original 

AAG cambia por AAA, el cambio de nucleótido no cambio el aminoácido transcrito que es 

una lisina (p.K104=) la cual resulta ser sinónima, además el alelo G/G de tipo silvestre fue el 

alelo que en menor proporción se presentaba en ambas poblaciones, en cambio el alelo A/G 

(heterocigoto) se presentó en una mayor proporción en pacientes; no así en los controles, en la 

cual fue el alelo A/A el de mayor proporción solo en el grupo control; esto nos sugiere que el 

alelo (A/A) se comienza a fijar dentro de la población aunque el análisis de equilibrio nos 

muestra un resultado no significativo con lo cual podemos decir que este cambio no resulta 

ser consecuencia de la reproducción y al igual que en el exón 1, la selección natural parece ser 

un proceso involucrado en el cambio de frecuencia alélica en esta posición. 

 

Un polimorfismo puede ser equilibrado, de modo que en una población se pueden 

poseer y mantener dos o más variantes con frecuencias de equilibrio más o menos estables y 

de esta manera la selección natural puede ser causante de este mecanismo biológico. Por otro 

lado, un polimorfismo también puede ser transitorio y puede estar en una etapa entre el origen 

de una variante útil y su fijación en la población por selección natural cuya eficacia biológica 

de fenotipos y genotipos variantes puede desplazarse en sentido positivo o en sentido 

negativo. Esto de acuerdo a la capacidad de los seres vivos de tolerar cambios genéticos como 

respuesta a presiones de su medio ambiente. 

 

Se ha reportado que ciertos polimorfismos en el gen AKR1C3 pueden influenciar en el 

riesgo de ciertas enfermedades andrógeno-dependientes (Jakobsson et al., 2007). De acuerdo 

a la literatura, la variante c.15C>G esta descrita con la clave rs12529 y se ha reportado que 

está asociada a cáncer de vejiga ya que puede contribuir significativamente a esta patogénesis 

ya que el alelo G/G muestra incremento de riesgo a este tipo de cáncer, mientras que el riesgo 
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decrece con el alelo C/C. Por otro lado, existe una asociación entre este polimorfismo en 

población china asociada a un incremento en el riesgo de padecer cáncer de pulmón para el 

alelo G/G. Un estudio más fue hecho en cáncer de próstata y no se halló asociación entre este 

polimorfismo y esta patología (Milivojevic et al., 2014; Karunasinghe et al., 2016; 

Tiryakioglu y Tunali, 2016).  

 

Por otro lado la variante polimórfica del exón 2 (c.230A>G; p.E77G) esta reportada 

con la clave rs11551177 y ha sido asociada a bajos niveles significativos en la concentración 

de T libre en suero en población masculina sueca pero esta asociación no fue encontrada en 

población coreana ya que en esta población no se encontró la variante; en este estudio se hizo 

una comparación de cinética enzimática entre el alelo A/A y el alelo A/G del gen AKR1C3 en 

población Sueca, donde se encontró que esta variante afecta moderadamente la eficiencia de 

la enzima en cuanto a la reducción del sustrato androsterona para producir 3α-diol, aunque 

tuvo una significancia mayor al reducir 4-diona a T (Jakobsson et al., 2007). 

 

La variante del exón 3 (c.G>A; p.K104=) ha sido reportada en la literatura en esa 

posición especifica con la nomenclatura rs12387 y se ha reportado un estudio con este 

polimorfismo asociado a cáncer de pecho en mujeres que han usado terapia combinada de 

estrógenos-progesterona (Reding et al., 2009).  

 

Si bien los polimorfismos de una sola variante (SNPs) se encuentran en un porcentaje 

mayor al 1% dentro de una población, estos son muy frecuentes y la mayoría tienen poco 

impacto sobre la salud; sin embargo existen pruebas sobre ciertas variantes que causan efectos 

en el fenotipo. Además, los SNPs podrían tener un impacto en la susceptibilidad a ciertas 

enfermedades ya que estas substituciones pueden presentarse en todas las regiones de un gen, 
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como ejemplo en una región codificante para un aminoácido (variante no sinónima) de una 

proteína que pueda generar un mal plegamiento de la proteína, cambio de polaridad, 

fosforilación inadecuada entre otras consecuencias funcionales (Wang et al., 2005). 

 

Aunque la variante c.312 G>A es de tipo silenciosa y se considere neutral, este tipo de 

variantes pueden llegar a afectar la expresión génica por el cambio de secuencia del RNA, un 

ejemplo sería un cambio en la estructura secundaria que pueda influir en la transcripción, el 

procesamiento o un cambio de codones sinónimos requieran un tipo de respuesta de un RNA 

de transferencia diferente, de tal modo que se vea afectada la eficiencia de la traducción, 

incluso se propone que ligeros cambios en el plegamiento del mRNA y la actividad biológica 

se puede ver afectada, esto podría conllevar a la sobreproducción de proteínas o a su 

producción insuficiente. Esto se ha asociado con repercusiones para la manifestación de 

enfermedades humanas.  

 

De acuerdo a lo obtenido en los análisis in silico por los programas bioinformáticos 

para el exón 1 en ninguno de los programas se describe algún tipo de daño a la proteína 

provocada por su respectiva variante. Sin embargo para el exón 2 los programas Provean y 

SIFT sugieren una afectación a la proteína marcándolo como “deletérea” y “probable daño” 

respectivamente para la variante encontrada, de igual modo el resultado del programa SIFT 

para el exón 3 predijo un probable afectación. De acuerdo a la literatura los residuos de 

aminoácidos (Tyr24, Leu54, Tyr55, Trp86, His117, Ser118, Pro119, Met120, Ser129, 

Asn167, Phe306, Ser308, Ser310, Phe311, Tyr317, Pro318, y Try319) de la proteína (3α-

HSD2/17β-HSD5) forman una cavidad elíptica en el dominio C-terminal, además se ha 

determinado que los residuos Phe306 y Trp227 juegan un papel clave en el reconocimiento 

del sustrato, también se encontró que los residuos Tyr24, Asp50, Ser166, Asn167, Gln190 
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entre otros, adecuan la estructura de la enzima para el correcto reconocimiento al sitio de 

unión al cofactor NADPH (Qui et al., 2004), por lo anterior podemos comprobar que las 

variantes encontradas no afectan ningún aminoácido clave para la enzima en las posiciones 

descritas. 

 

En nuestro estudio las variantes encontradas en el gen AKR1C3 no parecen ser una 

causa de DSD 46,XY asociadas a hipospadias. Asimismo, nuestros datos dejan en claro que 

las alteraciones en el gen AKR1C3 carecen de participación en la diferenciación de la uretra 

masculina; no obstante, aún faltan estudios para otras enzimas de la familia AKRs que 

pudieran estar implicadas en la diferenciación sexual de la uretra masculina y que juegan 

papeles clave en la producción de DHT como el gen AKR1C4 (Fluck et al., 2011; Biason-

Lauber et al., 2013 ). Otro posible candidato es la enzima 17β-HSD tipo 3 producida por el 

gen HSD17B3 que se ha descrito posee la misma actividad 17β-hidroxi-esteroide 

deshidrogenasa que la enzima producida por AKR1C3 (Mendoca et al., 2016). 

 

Recientemente se ha demostrado que la expresión sexualmente dimórfica del gen 

Mafb podría regular la masculinización de la formación uretral embrionaria en ratones 

(Suzuki et al., 2014). Nosotros contemplamos la probabilidad de asociar al gen MAFB de 

humanos como otro candidato involucrado para el desarrollo de hipospadias mediante la 

búsqueda de mutaciones en pacientes 46,XY DSD. 

 

Aún no se han elucidado con claridad ciertos mecanismos implicados en determinadas 

enfermedades humanas causantes de desórdenes del desarrollo sexual, a pesar del avance en 

herramientas bioquímicas y en biología molecular ciertas patologías aún no pueden ser 

identificadas con técnicas como citogenética clásica o con perfiles hormonales, por ello la 
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investigación en diagnóstico molecular por aporte de nuevas herramientas a la biología 

molecular pueden mejorar el entendimiento y manejo de estos desordenes y esclarecer la 

causa exacta de tales padecimientos. 
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5  CONCLUSIONES 

 

        Se lograron identificar variantes en los primeros tres exones del gen AKR1C3, todas 

fueron determinadas como SNP´s en los 25 pacientes 46,XY diagnosticados y fenotipificados 

con hipospadias aisladas. No se identificaron mutaciones o substituciones con daño 

patogénico. 

 

      De acuerdo a los análisis moleculares y estudios in silico obtenidos para el gen AKR1C3, 

los estudios comparativos entre los pacientes con hipospadias y controles sanos demostraron 

que poseen los mismos polimorfismos no patogénicos con lo que podemos sugerir la ausencia 

de asociación entre las hipospadias y las substituciones identificadas en el gen AKR1C3 en la 

vía “backdoor”. 

 

        Los datos obtenidos en este estudio nos sugieren que es poco probable determinar o 

identificar un daño estructural y funcional de la enzima producida por el gen AKR1C3 que 

pudiera estar asociado a hipospadias. 

 

        Los SNP´s encontrados en este gen presentan escasa participación en el desarrollo sexual 

masculino de la uretra durante el periodo fetal y por consiguiente son una causa improbable 

de hipospadias en nuestro grupo estudiado. 
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PERSPECTIVAS 

 

Los estudios reportados en este trabajo no descartan la posibilidad que otros genes 

pudieran estar implicados en el desarrollo de hipospadias; un ejemplo podría ser el gen 

AKR1C4. Al respecto, el papel fisiológico del gen AKR1C4 durante el desarrollo uretral 

masculino es desconocido. Recientemente, el gen Mafb ha sido asociado a la formación 

uretral en embriones de ratón, lo cual sugiere que muy probablemente podría estar implicado 

en el desarrollo de hipospadias en humanos. 
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