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RESUMEN

Durante el desarrollo embrionario los androgenos Testosterona (T) y Dihidrotestosterona
(DHT) inducen la diferenciacion sexual masculina. Estos esteroides son sintetizados a través de
maltiples enzimas esteroidogénicas mediante una via “clasica”. Mutaciones en la biosintesis de alguna
de estas enzimas generan desordenes del desarrollo sexual (DSD) en individuos 46,XY. Esta
condicion congénita se caracterizan por ambigledad en genitales externos que incluyen fenotipos
como: hipospadias, criptorquidia, hasta presentar genitales externos con apariencia completamente
femeninos. Sin embargo, muchas de estas patologias siguen sin explicacion 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 3a-reductasa/17p-deshidrogenasa y participa en la sintesis de DHT por una ruta alternativa
denominada “backdoor”. Se extrajo gDNA de todos los individuos y se amplificaron sus regiones
exonicas por PCR-SSCP marcado con [0*?P]-dCTP, se usaron geles de agarosa y poliacrilamida,
seguido de andlisis por secuenciacion 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 exén 1y exén 2 mostraron
un cambio de aminoécido (p.H5Q) y (p.E77G) respectivamente. Para el exon 3 la variante resulto ser
silenciosa (p.K104=). Mediante el analisis in silico se determind que ninguna de las variantes posee un
cambio que altere significativamente la proteina, por lo que se identificaron como polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP). Con estos resultados concluimos que las variantes del gen AKR1C3
presentan escasa participacion 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 ¢ Mafb podrian estar implicados como causa en la formaciéon de

hipospadias.

Palabras clave: aldo-ceto reductasas , andrdgenos, determinacion y diferenciacion sexual, Des6rdenes del

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

1.1 DETERMINACION Y DIFERENCIACION SEXUAL

En humanos, el desarrollo del sistema reproductor masculino y femenino comienza
alrededor de la quinta semana de gestacion y se considera completa después de la aparicion de
los caracteres sexuales secundarios y la fertilidad (produccion de gametos que se consideren
viables) al final de la pubertad. Durante la embriogenesis, el desarrollo sexual puede dividirse
en tres procesos secuenciales: cromosémico, gonadal y fenotipico (Jost, 1970). En humanos el
sexo cromosomico es determinado al momento de la fecundacion (Rey et al., 2000), la
fertilizacion ocurre entre un ovocito (llevando un cromosoma X) y un espermatozoide
(portando un cromosoma X 6 un cromosoma Y), de esta unién resulta un cigoto con carga

cromosomica 46,XX (femenina) 6 46,XY (masculina).

A nivel genético son multiples los genes que regulan la diferenciacién de la cresta
urogenital a la gonada bipotencial. Especificamente han sido reportados tres genes que
codifican para factores transcripcionales, los cuales son esenciales para la diferenciacion 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 region promotora del gen NR5AL (Wilhem y Englert, 2002). Se ha descrito que se expresa
en tejido mesodérmico embrionario, cresta urogenital, gonadas y mesonefros (Armstrong et
al., 1993). Ademas se ha reportado evidencia que algunas isoformas de este gen actGan en
sinergia con NR5A1 para incrementar la expresion del gen de la hormona antimilleriana
(AMH), el cual es esencial para la inhibicidn 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 glandula suprarrenal, ya que su proteina de transcripcion regula genes

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ
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involucrados en la esteroidogénesis incluyendo: 3B-hidroxi-estereoide deshidrogenasa, el
receptor de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la proteina reguladora de la
esteroidogénesis aguda (StAR) (Parker y Schimmer, 1997). Su expresion ha sido determinada
en la gonada, ademas de presentar un papel importante en el desarrollo del hipotalamo y la
hipdfisis anterior (Val y Swain, 2010). EI gen Liml (Lhx1) desempefia 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 Lim1l en donde estan ausentes todos
los derivados Wolffianos (epididimo, vasos deferentes y vesicula seminal) y Maullerianos

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

En humanos, durante la primera y segunda semana de gestacion, no existen diferencias
sexuales excepto por su carga cromosomica; alrededor de la sexta semana de gestacion es
cuando la génada bipotencial comienza a diferenciarse dependiendo de la expresion de ciertos
genes asociados al complemento cromosémico (Capel, 1998). Es en esta fase que el embrion
masculino y el femenino tienen dos pares de conductos genitales: los conductos
mesonéfriticos (de Wolff) y los conductos paramesonéfricos (de Miiller) (Kofman et al.,

1982; Parma y Radi, 2012).

La determinacion del sexo es un proceso en el que la gonada primordial indiferenciada
comienza a desarrollarse hacia testiculos u ovarios (Fig. 1). La diferenciacion sexual consiste
en la participacion de hormonas que actuan a nivel de genitales externos e internos, resultando
en una diferenciacion hacia estructuras sexuales reproductoras dimorficas (Ono y Harley,

2013).

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ
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La determinacion del testiculo es un proceso activo que en humanos comienza
alrededor de la sexta semana de gestacion y se realiza bajo el control genético y de hormonas
esteroideas, principalmente androgenos. El desarrollo de los testiculos es inducido por la
expresion 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
testiculos a partir de la etapa de gonada bipotencial. El desarrollo de testiculos en mamiferos
requiere de un cromosoma Y estructuralmente integro y de un gen SRY transcripcionalmente
activo. El gen SRY puede activar directa o indirectamente la transcripcion del gen SOX9 (SRY-
Related HMG-BOX Gene 9). Ambos genes dirigen el desarrollo de la génada masculina
(Wilhem et al., 2007). El gen SOX9 conjuntamente con el SF1 son los responsables de la
regulacién de la expresion del gen de la AMH, esta hormona es la encargada de la regresion
de los ductos Mullerianos en el sexo masculino y es secretada por las células de Sertoli hacia
las 72 semana de gestacion. La regulacion del gen AMH se encuentra controlada bajo factores
de transcripcion como: SF1, WT1 (Wilms tumor-1) y GATA4 (GATA-Binding Protein 4). La
AMH es importante ya que mutaciones o la ausencia de expresion en la génada de individuos
46,XY permite el desarrollo de los conductos de Miller hacia las trompas de Falopio, utero y

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

Otros genes relacionados en la diferenciacion testicular son: el gen DHH (Desert
HedgeHoq), el cual es necesario para la regulacion de SF1 en células de Leydig (Yao et al.,
2002). El gen DHH también es expresado en las células de Sertoli en embrion murino y es
clave importante en la diferenciacion 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 unién al DNA

denominados dedos de Zinc que regula la determinacion y diferenciacion sexual masculina, la

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ
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proteina muestra un patron de expresion especificamente masculino en la cresta genital
durante la séptima semana de gestacion. El gen Aristaless-Related Homeobox (ARX) codifica
un factor de transcripcion que regula la migracion neuronal y el desarrollo encefalico,
asimismo se ha determinado su importancia en el desarrollo y diferenciacion 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
androgenos, esta accion es esencial para la masculinizacion del feto XY. La biosintesis de
androgenos requiere la accion 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 maultiples hidroxiesteroide deshidrogenasas. La esteroidogéenesis
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 epididimo, conductos deferentes y
vesicula seminal. En tejidos periféricos la T es convertida a Sa-dihidrotestosterona (DHT) por
accion de la enzima So-esteroide reductasa tipo 2 (SRD5A2), esta conversion es esencial para
la formacidén de los genitales externos (uretra, escroto y pene) y regular el crecimiento de la
prostata. La accion de los andrdgenos, T y DHT, es mediada por la unién intracelular al
receptor de androgenos (AR, NR3C4), un receptor nuclear que es codificado por un gen
localizado en el cromosoma Xql11-12. La participacion de los androgenos durante la etapa
neonatal aun no se ha definido totalmente, aunque podria estar vinculada al desarrollo del
sistema nervioso central. En la pubertad los andrdgenos permiten el desarrollo del dimorfismo
sexual, desarrollo de caracteres sexuales secundarios y controlan la reproduccion (Vilchis et
al., 2008; Vilchis et al., 2010). En el humano, al inicio de la pubertad los andrégenos regulan
la espermatogénesis, causan un incremento en el desarrollo de la musculatura esquelética y

una proliferacion de glandulas sebaceas; asi como una estimulacion del vello axilar y pabico.

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ
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En el sexo masculino, los andrdgenos 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).

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ
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Fig. 1. Ruta genética para la diferenciacion sexual masculina durante la etapa embrionaria. En
humanos, la determinacién del sexo es un proceso dindmico que abarca tres pasos cruciales
desde la vida fetal hasta la edad adulta, el sexo cromosémico, gonadal y fenotipico. La génada
bipotencial se desarrolla independientemente del contexto cromosémico y los embriones XX
y XY expresan el mismo conjunto de genes en esta etapa. Bajo la influencia de los factores
genéticos, la gonada bipotencial formara un ovario o un testiculo a través de las vias

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

Las hormonas esteroides estan encargadas de regular maltiples procesos metabdlicos
asi como controlar la diferenciacion sexual durante la vida fetal y la etapa adulta (Miller y
Auchus, 2011). La produccion de hormonas esteroides como glucocorticoides,
mineralocorticoides, progestagenos, estrégenos y andrdgenos 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 érganos productores de esteroides (Fliick et al.,

2011).

Los citocromos P450 representan un amplio nimero de enzimas oxidativas, todas ellas
consisten de aproximadamente 500 aminoacidos y contienen un unico grupo prostético hemo.
Estas enzimas desempefian un papel fundamental en el metabolismo y biosintesis de drogas,
eicosanoides, &cido araquidonico, colesterol, acidos biliares, esteroides, vitamina D3 e
hidroxilacion del acido retinoico. Las enzimas P450 involucradas en la biosintesis de
hormonas esteroides son proteinas asociadas a la membrana del reticulo endoplasmico y
mitocondria, bioquimicamente existen dos clases de enzimas P450; las enzimas tipo | como
CYP11A, CYP11B1 y CYP11B2 estan asociados a la membrana mitocondrial y las enzimas
tipo 1l como CYP17, CYP19 y CYP21 se encuentran asociadas al reticulo endoplasmatico
(microsomal). Durante la diferenciacion sexual del borde urogenital, el factor de transcripcion
SF1, un miembro de la superfamilia de receptores nucleares, regula la expresion 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 clinicamente relevantes (Miller y Auchus, 2011).
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La transformacion de compuestos A°, 3p-hidroxiesteroides a sus correspondientes
metabolitos reducidos A*, 3ceto-esteroides es una etapa esencial para la biosintesis de todas
las clases de esteroides activos: progesterona, mineralocorticoides, glucocorticoides,
androgenos y estrogenos. Hasta este momento se han identificado, clonado y caracterizado
siete isoformas de la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A®>-A* isomerasa (3p-HSD I-VII),
principalmente en rata, raton y humano. Asimismo se han caracterizado otras 3p-HSD en
especies como el mono, bovino y hamster. Estas isoenzimas son codificadas por distintos
genes y se ha observado que presentan un alto porcentaje de homologia en su secuencia de
aminoacidos. Las 3B-HSD son enzimas asociadas a la membrana mitocondrial o microsomal
dependiendo del tipo celular en donde se estén expresando. En humanos se ha observado que
su deficiencia genera una forma rara de hiperplasia adrenal congénita en ambos sexos, ademas
de provocar una masculinizacién incompleta de los genitales externos en hombres con

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

Las 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasas (17BHSD) regulan las concentraciones de
androgenos y estrogenos en mamiferos, esta reaccion se lleva a cabo a través de la reduccion
de 17-ceto esteroides o la oxidacion de 17 esteroides utilizando NAD(P)H o NAD(P)(+)
como cofactor. La 17B-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, raton y mono. Ademas de esto, se han clonado otras
isoenzimas en especies como el hamster, rana, gallo y conejo. A diferencia de las 3pHSD, se
ha observado que las 173-HSD presentan un bajo porcentaje de homologia en su secuencia de

aminoacidos. Las alteraciones en las 173-HSD generan anormalidades en la diferenciacion
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sexual, ademas de estar involucradas en ciertas enfermedades neuronales y en la patogénesis

de varios tipos de cancer (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 comun basada en cuatro anillos denominada
ciclopentanoperhidrofenantreno. El colesterol debe ser transportado hacia el interior de la
membrana mitocondrial interna (MMI) por la proteina 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 unica enzima denominada
citocromo CYP11A1 (Cholesterol side-chain cleavage enzyme o Citocromo P450scc). La
reaccion consiste en la hidroxilacion del carbono 22, hidroxilacion del carbono 20 y escision

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

La pregnenolona puede ser convertida a T mediante dos rutas, denominadas delta 4
(A% y delta 5 (A%). En la via A% la biotransformacion de T a partir del colesterol involucra la
presencia de 4 enzimas esenciales para su conversion: citocromo P450scc enzima que rompe
la cadena lateral del colesterol (gen CYP11A1), 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa
(gen HSD3B2), 17a-hidroxilasa/17,20 liasa (gen CYP17Al) y 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (gen HSD17B3); mientras que en la via A® la formacion de T involucra la
presencia de 4 enzimas: CYP11A1, CYP17A1, 3B-HSD2 y 17B-HSD tipo 3. La ruta A* es
principalmente usada en el raton, mientras que la ruta A® es preferentemente usada en
humanos, especialmente durante la vida fetal. Estas reacciones enzimaticas involucradas en la
transformacion de colesterol hacia DHT usando a la T como intermediario son nombradas

usualmente como via “clasica”. Estas dos rutas pueden generar la produccion de T y esta a su
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vez es reducida en tejidos especificos por la isoenzima 5a-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 vias para la produccion de DHT sin el uso
de T como intermediario en testiculo de un marsupial: Macropus eugenii. A diferencia de la
via clasica, la via “alterna” utiliza androstendiona (AD) como intermediario para la
produccion de DHT; ademas se han encontrado hallazgos de una via 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 sintesis en la especie Macropus eugenii, en la
que DTH es biosintetizada a partir del androstandiol (3a-diol). Este término fue propuesto por
Auchus (2004) y lo mas relevante en la via “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 via el colesterol es transformado por el citocromo P450scc
(CYP11A1) hacia pregnenolona, consecutivamente este esteroide es convertido a progesterona
mediante la enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (3-HSD2). La progesterona es
reducida hacia 5a-dihidroprogesterona (DHP) por la enzima So-reductasa tipo 1. La molécula
de dihidroprogesterona es reducida a alopregnenolona por la 3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3a-HSD) o también denominada aldo-ceto reductasa tipo 2/4 (AKR1C2/4).
Inmediatamente despues la alopregenolona es transformada a androsterona (ADT) mediante
el CYP17Al. La androsterona formada puede ser reducida a androstandiol (3a-diol) por
accion de la enzima AKR1C3 y finalmente el 3a-diol puede ser oxidado a DHT mediante las
enzimas AKR1C2/4 o la 17B3-HSD tipo 6 (Biason et al., 2013; Fukami et al., 2013; Luu-The,

2013) (Fig. 3).
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Figura 2. Sintesis y metabolismo de hormonas esteroides sexuales. La figura ilustra la
formacion de andrdgenos a partir del colesterol. Via A® “clasica” con sus respectivas enzimas
(morada), ruta “alterna” (rojo), via “backdoor” (naranja) para la biosintesis de DHT en el
humano. La reaccién catalizada por la AKR1C3 es marcada en verde.
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Figura 3. Biosintesis de hormonas esteroides mediante la via “backdoor”. La figura muestra
la formacion de DHT con sus respectivas enzimas para cada sustrato.
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1.3 MECANISMO DE ACCION DE ANDROGENOS

Los androgenos son hormonas esteroides cuya funcién principal esta involucrada en el
desarrollo del fenotipo masculino durante la embriogénesis, la maduracion sexual durante la
pubertad, el mantenimiento de los érganos reproductores masculinos y la espermatogénesis
durante la edad adulta. Ademas afectan otros tejidos no reproductivos como hueso y masculo
esquelético (Heinlein et al., 2002; Patrao et al., 2009). Los receptores a hormonas esteroides
pertenecen a una superfamilia de factores transcripcionales que regulan la funcion de genes en

células blanco (Whitfield, 1999).

El receptor de andrégenos (AR) o NR3C4 (Nuclear Receptor subfamily 3, group C,
member 4) es un gen de Unica copia que se localiza en el brazo largo del cromosoma X
(Xg11-g12) y es miembro de una superfamilia de receptores nucleares; este gen ha sido
conservado evolutivamente en todos los mamiferos (monotremas, marsupiales y placentarios).
El NR3C4 contiene 8 exones denominados con la letra A-H, se encuentran separados por 7
intrones con un tamafio aproximado de 90 Kb y su transcrito posee un tamafio de
aproximadamente 10.6 Kb. Todos los exones contribuyen a codificar para las distintas
regiones de una proteina de 919 aminoacidos de un tamafio de 110 kDa (Quigley et al., 1995;
Gelmann, 2002). Su estructura esta organizada en dominios funcionales que consisten en: un
dominio N-terminal (NTD) que es codificado por el ex6n 1, un dominio de union al DNA
(DBD) codificado por los exones 2 y 3 y un dominio de unién al ligando C-terminal (LBD)
gue comprende los 5 exones restantes del gen. La regiobn NTD es amplia y abarca casi la
mitad de la secuencia codificante del receptor. Esta region contiene el principal dominio de
transactivacion de AR, denominado funcion de activacion 1 (AF1) (Patrao et al., 2009). El

dominio DBD incluye ocho residuos de cisteina que forman dos complejos de coordinacion,
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cada uno se compone de cuatro cisteinas y un ion de zinc (Zn?"), estas estructuras se conocen
como dedos de zinc. El primer dedo de zinc interviene en el reconocimiento especifico del
DNA, mientras que el segundo dedo esta asociado con la homodimerizacion del AR. EI LBD
estd compuesto por 12 hélices alfa ordenadas en una estructura globular, esta conformacion es
esencial para el reclutamiento e interaccion con correguladores (Shang et al., 2002; Gobinet et

al., 2002).

La accion de los andrégenos, T y DHT, se inicia con su union al AR. Ambos
esteroides pueden unirse al AR, sin embargo DHT presenta mayor afinidad (Matsumoto y
Bremner, 2011). Ademas, el complejo DHT-AR tiene mayor termoestabilidad y una tasa de
disociacién mas 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 proteinas de choque térmico
(HSP). La funcion de las proteinas HSP es mantener inactivo al receptor en ausencia de
ligando, ocasionando la inactivacion de la transcripcién (Gelmann, 2002). La T entra a la
célula mediante difusion pasiva, lo que conlleva a su union con el AR. En tejidos periféricos
la T puede ser reducida por la enzima 5a-reductasa tipo 2 hacia DHT (Vilchis et al., 2010).
Después de la union con T o DHT, el AR sufre un cambio conformacional que facilita su
dimerizacion, transporte al nucleo e interaccion con el DNA blanco (Fig. 4). EI complejo
ligando-AR es liberado mediante acetilacion de histonas que lo mantienen inactivo lo que
induce la fosforilacion del receptor y su eventual activacion (Patrao et al., 2009; Van de
Wijngaart et al., 2012). En el nacleo, el AR forma homodimeros o heterodimeros que se unen
a secuencias de DNA de reconocimiento especifico, denominados elementos de respuesta
androgénica (ARE), que se ubican en las regiones promotoras de los genes regulados por
androgenos y generan el inicio de la transcripcion (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 transcripcion llamados correguladores, que son proteinas reclutadas
por el AR y que estimulan la transcripcion de genes. Las regiones AF (AF-1 y AF-2) son las
encargadas de interactuar con este grupo de coactivadores, la region AF-1 es responsable de
casi toda la actividad de la transcripcion y la region del receptor AF-2 interactia con el
motivo LXXLL (L es leucina y X cualquier amino acido) del coactivador, favoreciendo el
control de genes de la transcripcion, modulando la union del DNA, remodelado de la
cromatina y reclutando factores asociados con la RNA polimerasa Il. Una vez terminada la
transcripcion y maduracion del mRNA, se incorpora al citoplasma donde viaja al ribosoma y
comienza a unirse a complejos de traduccion para la produccion de proteinas androgeno-

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

A pesar de que la T y DHT interactian con un mismo receptor, ejercen efectos
fisioldgicos diferentes (Quigley et al., 1995). Se sabe que la interaccién T-AR es responsable
de la regulacién de la produccion de gonadotropinas, de la espermatogénesis y de la
formacion de los genitales internos (epididimo, conductos deferentes y vesicula seminal) a
partir del anclaje de los conductos Wolffianos durante la diferenciacion sexual fenotipica del
embrion masculino. En contraste, la DHT unida al mismo receptor induce la formacion de los
genitales externos (escroto y pene) y la prostata, a partir del primordio del seno urogenital en
el embrion masculino, asimismo la DHT es requerida para la maduracion sexual durante la

pubertad (Biason et al., 2013).

El sindrome de insensibilidad a los andrégenos (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 linea germinal, especificamente en el gen del
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receptor de androgenos (AR/NR3C4). El gen NR3C4 codifica para una proteina transductora
de sefiales de 919 aminoacidos y que funciona como un factor de transcripcion dependiente de
ligando. A la fecha, se han descrito mas 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
5a-R2= 5a-reductasa tipo 2
AR= Receptor de Andrdgenos

Figura 4. Mecanismo molecular de andrdgenos en célula blanco. 1) entrada del esteroide
por difusion pasiva a la célula, 2) unién del esteroide a su receptor, 3) transformacion de T a
DHT por la 5a-reductasa tipo 2, 4) disociacion del receptor de andrégenos de las HSP, 5)
dimerizacion del receptor y 6) translocacion al nacleo y unién al DNA.
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1.4 AKR1C3

Las aldo ceto reductasas (AKR) son proteinas dependientes de NADPH/NADH que
pertenecen a una superfamilia de enzimas que catalizan reacciones de ¢xido-reduccion. Las
enzimas humanas de la familia 1 (AKR1) han sido principalmente implicadas en el
metabolismo de esteroides. Algunos miembros de estas familias acttan en las posiciones C3,
C17 y C20 de multiples esteroides. Al respecto, existen dos subfamilias: AKR1C y AKR1D
(Rizner y Penning, 2013). Las AKR1C catalizan la conversion de aldehidos y cetonas hacia

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

Las AKRs existen primordialmente en el citoplasma celular como proteinas
monomeéricas de 34-37 KDa (Khanna et al., 1995). En humanos, existen cuatro isoformas
conocidas como: 20a (3a)-HSD tipo 4 (AKR1C1), 3a-HSD tipo 3 (AKR1C2), 3a-HSD tipo 2
(AKR1C3) y 30-HSD tipo 1 (AKR1C4). Las AKRs poseen un plegamiento caracteristico en
barril a/p, a este tipo de pliegue se le denomina “barril de triosa isomerasa” (TIM). El
plegamiento consiste en una secuencia alternada de a hélices y hebras B, que se repiten ocho
veces y donde la hebras B se unen en el centro de la enzima para adoptar la conformacién 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 aminoacidos

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

Interesantemente, al miembro C3 de la familia AKRL1 se le han asignado dos nombres
génicos (HSD17B5 o AKR1C3) y dos nombres para su producto enzimatico (17B-HSD5 o 3a-
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 (10pl4-pl15). Este gen esta

compuesto por 9 exones y 8 intrones que en su totalidad presenta un tamafio aproximado de
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13 kilobases (Kb) con un mRNA de 1.2 kb (Miller y Auchus, 2011) y codifica para una
proteina de 323 aa (Fig. 5) (Penning et al., 2001; Rizner y Penning, 2014). La region 5" no
traducida del gen AKR1C3 aparentemente no posee una caja TATA ni caja CAAT dentro de
los 1000 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion, sin embargo una secuencia CCT
repetida ha sido descrita como esencial para promover la actividad transcripcional del gen
AKR1C3 y que funciona para la union de proteinas nucleares Spl y Sp3. Estos factores de
transcripcion Spl/Sp3 son necesarios para inducir la expresion y constitucion del gen (Qin et
al., 2005). Se ha reportado que el gen AKR1C3 expresa su mRNA basal en diversos tejidos
como: proéstata, testiculo, higado, rifidn, pulmon, cerebro, placenta, bazo, suprarrenales y
ovario; aunque se ha demostrado que AKR1C3 esta altamente expresado en prostata y
glandula mamaria, asi como glandulas suprarrenales en periodo fetal (Fluck et al., 2011;

Penning et al., 2015;).

En su estructura proteica la 3a-HSD2 contiene un sitio activo conservado entre todos
los miembros de la familia y es denominado “tétrada catalitica”. La region esta compuesta de
cuatro aminoacidos Tyr55, Lys84, Asp50 e Hisll17, asimismo posee un sitio de unién al
sustrato NAD(P)(H). Los datos han sugerido que un cambio en la secuencia de aminoacidos
en Tyr55 y Lys84 altera la actividad catalitica de las AKRs. La enzima presenta un sitio de
union al sustrato en la region 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 funcion: de oxidacion [3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD)] y
de reduccion [17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD)], dependiendo del sustrato al
que se una, aunque algunos estudios han reportado que actia preferentemente como 17-ceto

esteroide reductasa para formar productos 17p-reducidos (Dufort et al., 1999; Penning et al.,
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2015). Esta actividad 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa es importante ya que ha sido
implicada en la formacion de andrdgenos en las distintas vias, incluyendo la via “backdoor”.
La enzima presenta una alta eficiencia catalitica en prostata para reducir A*-androsteno-3,17-
diona (4-diona) hacia el androgeno T (via “clasica”), también reduce Sa-androstano-3,17-
diona hacia 50-DHT (via alterna) y posee la cualidad de reducir 5a-DHT a 3a-diol
(andrdgeno débil), por ello se sugiere que una de las funciones de esta enzima es regular la
disponibilidad del AR, ya que al poder transformar andrégenos inactivos en andrégenos
activos y viceversa, se puede promover o reprimir el inicio del mecanismo de accion de
androgenos (Penning, 2000; Rizner y Penning, 2014; Penning et al., 2015). La enzima
presenta un papel importante en la formacion de esteroides neuroactivos, lo cual muestra una

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

Se ha demostrado que la 3a-HSD2 reduce al sustrato androsterona (ADT) y lo
transforma a 3a-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 3a-diol es oxidado hacia la DHT, de este modo se puede producir el potente
androgeno sin la necesidad de pasar por el intermediario T (Jez et al., 1997; Rizner y Penning,
2014). Los datos podrian estar sugiriendo que esta enzima posee un papel fisioldgico
importante dentro de la via “backdoor” en la produccion de andrdgenos, aungue a la fecha no
existen datos concluyentes al respecto. Por lo tanto, una alteracion en el gen AKR1C3 puede
producir un dafio en la funcion o estructura de la proteina que codifica, lo cual podria
repercutir en su participacion dentro de la via backdoor en la sintesis de DHT y afectar de
manera significativa la diferenciacion sexual masculina normal durante la embriogénesis

(Biason et al., 2013; Soderhall et al., 2015).
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Cromosoma 10 (10p15-p14)

Gen AKR1C3

Figura 5. Ubicacion esquematica del gen AKR1C3 en el brazo corto del cromosoma 10. Se
muestra la distribucion de sus exones (cuadro naranja) con sus respectivos tamafios en pares
de bases (pb) (cuadro verde) y los intrones (negro) (Ramos y Martinez, 2018).
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Figura 6. Esquema representativo de la transformacion de androsterona por la accion de la
enzima 17B-HSD5 (AKR1C3). EI NADPH se utiliza como cofactor para obtener el andrégeno
Sa-androstano-3a, 17B-diol (3a-diol), un precursor de la DTH dentro de la via “backdoor”.
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Figura 7. Representacion tridimensional de la estructura de la proteina 17p-HSD tipo 5 (173-
HSD5) o 3a-HSD tipo 2 (3a-HSD?2) codificada por el gen AKR1C3, donde se muestran el
complejo formado por 17p-HSD5/testosterona/NADP. Se observa la T en amarillo y la
molécula de NADP en rojo. En azul fuerte dos laminas (Bl y B2) formando una horquilla
alrededor de la region N-terminal de la estructura beta-barril que contiene ocho estructuras
(0/B) numerados (al-08), dos a-hélices adicionales (H2 y H1), cuatro loops amplios (L-A a L-
D) respectivamente, que forman el sitio de union al sustrato y al cofactor en la region C-
terminal de la molécula (Figura tomada de Qiu et al., 2004).
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1.5 Desordenes del Desarrollo Sexual (DSD)

En el afio 2006 se realizd un consenso en la ciudad de Chicago para la redefinicion y
manejo de los “desordenes intersexuales” en el cual se sugiridé realizar un cambio en los
términos de este grupo de padecimientos, por lo cual se designé usar el término: “desordenes
del desarrollo sexual” (Lee et al., 2006). Los desordenes del desarrollo sexual (DSD) pueden
definirse como: “condiciones congénitas que resultan en una discordancia entre el sexo

genético, gonadal 0 anatomico” (Krishnan y Wisniewski, 2014).

Este grupo de desordenes son altamente heterogéneos e incluyen fenotipos clinicos
como hipospadias (extrapolacion del meato uretral, 1 de cada 250 nifios), genitales ambiguos
(1 de cada 4500 nacidos vivos) y reversion 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 afio en
Alemania y en 1 en 2500 en algunas poblaciones arabes. La razon de esto puede reflejar las
tasas mas altas de consanguinidad o endogamia en algunas comunidades que pueden resultar
en la expresion de rasgos recesivos. Sin embargo, los genitales ambiguos se han reportado que
ocurren en aproximadamente 1:4500 nacimientos. En mas del 80% de los casos, los bebés
afectados se crian como nifios y tienen un cariotipo XY presuntivo o confirmado. Los DSD
46,XY incluyen 46,XY con disgenesia gonadal completa o parcial (errores en la
determinacion del testiculo), subvirilizacion o submasculinizacion de un varén XY debido a
defectos en la sintesis o accion de andrdgenos. Los DSDS 46,XX incluyen disgenesia
gonadal, sobrevirilizacion o masculinizacion de un individuo XX debido al exceso de

andrdégenos (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 clasificacion para los DSD de la siguiente
manera (Tabla 1): A) DSD asociados a los cromosomas sexuales, que comprende trastornos
cromosomicos como el sindrome de Klinefelter 47,XXY, sindrome de Turner 45X, disgenesia
gonadal mixta (MGD) 45X/46XY y ovo-testiculo tipo quimera o mosaicismo 46XX/46XY;
B) DSD 46,XY (anteriormente descrito como pseudohermafroditismo masculino), comprende
desordenes del desarrollo testicular, desordenes en la sintesis 0 accion de los andrégenos y C)
DSD 46,XX (anteriormente referido como pseudohermafroditismo femenino o
masculinizacion de un individuo XX) que comprende desordenes en el desarrollo de ovario o
exceso de produccion de andrégenos durante el periodo fetal (Hughes, 2008; Ocal, 2011;

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

Multiples genes nuevos y vias metabdlicas han sido identificados en los Ultimos afios y
se han asociado con alteraciones en la diferenciacion sexual de la gonada masculina de
humanos. Algunos de estos genes y condiciones clinicas son: la deficiencia de la proteina
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 (CYP17Al, OMIM #202110), deficiencia de 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa 2 (HSD3B2, OMIM #201810), deficiencia de 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 3 (HSD17B3, OMIM #264300), deficiencia de So-reductasa tipo 2
(SRD5A2, OMIM #264600) y sindrome de insensibilidad a los androgenos (NR3C4, OMIM

#300068).
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Tabla (1) Clasificacion de los desérdenes del desarrollo sexual (Tomado y modificado de

Ocal, 2011; Witchel, 2017).

Cromosomas sexuales DSD DSD 46,XY DSD 46,XX
A: Desordenes del desarrollo A: Desordenes del
A: 46,X (sindrome de testicular desarrollo ovarico
Turner y variantes) e Disgenesia gonadal completa e DSD Ovotesticular
e Disgenesia gonadal parcial e DSD testicular
e Regresion gonadal (SRY+, dup SOX9)
B: 47,XXY (sindrome de e DSD Ovotesticular e Disgenesia gonadal
Klinefelter y variantes)
C: 45,X y 46,XY disgenesia
gonadal mixta B: Desordenes en la sintesis 0 accion  B: Exceso de andrégenos
de andrégenos e Deficiencia de 21-
e Defectos en la biosintesis de hidroxilasa
D: 46,XX/46,XY quimeras andrégenos: deficiencia de e Deficiencia de 11-
S5a-reductasa, hidroxilasa
e  Mutaciones en el receptor e Deficiencia de
de andrégenos como CAIS, aromatasa
PAIS placental
e Deficiencia de 3a- e Virilizacion del
hidroxiesteroide luteoma
deshidrogenasa como e Exposicién a
AKR1C2 y AKR1C3 andrégenos
C: Otras alteraciones en genitales
externos C: Otras causas
e Hipospadias severas e Atresia vaginal
e Criptorquidia
e Sindromes de persistencia de e Otros sindromes
los conductos Miillerianos
e Asociadas a algunas
ginecomastias

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ



ESTUDIO DE LOS DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANALISIS DEL GEN AKR1C3

Especificamente 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 gonadas
masculinas, cuando llegan a estar presentes (testiculos); pero presentan genitales externos
ambiguos o de aspecto femenino en un amplio rango de caracteristicas 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 proteinas que son requeridas para la formacion de T, incluyendo a todos los genes
relacionados con la formacion de andrégenos en las distintas vias (Witchel, 2017). Asimismo,
se consideran como DSD 46,XY a las alteraciones en el gen que codifica para la enzima 5a-
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 catalitica. Afecta a individuos
masculinos 46,XY que al nacimiento presentan genitales externos ambiguos, fenotipicamente
poseen pseudovagina, microfalo, criptorquidia e hipospadias (Vilchis et al., 2003; Vilchis et

al., 2010).

Otro DSD 46,XY es el sindrome de insensibilidad a androgenos (AlS). El sindrome
afecta Unicamente a individuos masculinos y es debido a mutaciones en el AR que interfieren
con su mecanismo de accion, 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; ademas de una diversidad de fenotipos sexuales femeninos. Son tres las formas
reconocidas de AIS: 1) sindrome de insensibilidad completa a los andrdgenos (CAIS),
poseen testiculos intra-abdominales de tamafio normal, presentan genitales externos
femeninos con una vagina terminada en un fondo ciego con vestigios derivados de ductos
Wolffianos, tienen desarrollo completo de glandula mamaria y no poseen vello axilar y

pubico; 2) el sindrome de insensibilidad parcial a los andrdgenos (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
mas simple (MAIS), el efecto fenotipico varia dependiendo del tipo y lugar de la mutacion
para afectar la actividad del AR, fenotipicamente solo presentan ginecomastia (Ramos et al.,
2018). Avances en el escaneo genético han permito el analisis detallado de esta malformacion
congénita y determinar las causas de los DSDs (Ono y Harley, 2013). Sin embargo, aln 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

diagnostico preciso y un asesoramiento genético adecuado.

Para el desarrollo de este proyecto en particular se definen Unicamente a las
hipospadias y se comprenden como una malformacién al nacimiento en varones. Se
caracterizan por una fusion 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
mas comun de desordenes congénitos masculinos después del criptoquidismo (un mal
descenso en los testiculos), pero es la malformacion congénita de pene mas comun. Su
incidencia en México es de 3 a 8 individuos por cada 1000 nifios nacidos vivos (Donaire y
Mendez, 2018). La clasificacion estandar de las hipospadias estd basado en la ubicacion del
meato uretral: distal o proximal. Esta clasificacion es variante, aunque el 70% de las
hipospadias se encuentran comunmente en la posicion glanular (distal), mientras que el resto
se considera severa o grave ademas de complejo. La causa exacta de este padecimiento es aun
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 androgenos, como mutaciones en la enzima 17pB-hidroxiesteroide

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ



ESTUDIO DE LOS DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANALISIS DEL GEN AKR1C3

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 diferenciacion sexual masculina
provienen de la observacion de individuos 46,XY con defectos en la So-reductasa 2 y que
desarrollan hipospadias con pseudovagina, virilizacién parcial en estos individuos al
nacimiento es generalmente atribuida a la T. En pacientes con deficiencia de 5a-reductasa 2,
la virilizacion podria también ser parcialmente atribuida a la DHT sintetizada por el testiculo
fetal a través de la ruta “alternativa” que no requiere So-reductasa 2. En nuestro laboratorio
hemos estudiado y caracterizado los genes NR3C4, SRD5A2, HSD17B3, AKR1C2, HSD17B6
y NR5AL1 como causa de DSD 46,XY y diagndstico 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 virilizacion. El
diagnostico de estos pacientes se ha dificultado debido a la variabilidad clinica y a la

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

Resultados recientes han demostrado que la via “backdoor” para la biosintesis de
androgenos podria ser importante o estar implicada en la diferenciacion sexual masculina,
esto indica una posible participacion de la via “backdoor” en la formacion de DHT. Por lo
tanto, en este estudio se realizaran ensayos moleculares para caracterizar mutaciones en el gen
AKR1C3 en pacientes de origen mexicano con cariotipo 46,XY y fenotipificados clinica y

Unicamente con hipospadias aisladas.
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HIPOTESIS

Si la via “backdoor” es una de las principales fuentes de esteroides C19-5a-reducidos
durante la embriogénesis, las deficiencias de la actividad enzimatica de la 30-HSD (oxidativa-
reductiva) podria ser una causa de DSD 46,XY debido a la incapacidad de formar 3a-diol 0
convertir 3a-diol a DHT. En consecuencia, estos individuos tendrian un cuadro clinico similar

al de los sujetos con sindrome de insensibilidad a andrégenos parcial (PAIS).
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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 determinaran mutaciones en la regién codificante del gen AKR1C3 de 25 pacientes

46,XY fenotipificados clinica y exclusivamente con hipospadias aisladas.

Se compararan 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 utilizaran bases de datos para diferenciar la presencia entre posibles polimorfismos

y mutaciones del gen AKR1C3.

Se utilizaran programas bioinformaticos para predecir la patogenicidad de las

mutaciones encontradas y el posible dafio funcional.
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2. MATERIALY METODOS

En este estudio molecular, ningun tipo de prueba se aplicd directamente en los
pacientes; es ademas, 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 area
clinica para la valoracion y manejo de los pacientes, asi como en el area basica para el analisis

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

El presente estudio fue aprobado por el comité de Investigacion y Etica del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (BRE-2601-19-21-1; Reg.
CONBIOETICA-09-CEI-011-20160627) y cumple con el Reglamento de la Ley general de
Salud, el cual, se considera de riesgo minimo ya que para este estudio se tom6 una muestra
unica de 5-10 ml de sangre por puncion venosa, el cual es un procedimiento comun en
examen de diagnostico rutinario y se realiza en el area clinica bajo consentimiento informado
y firmado por los padres de los pacientes que son de edad pediatrica. La historia clinica de
cada uno de los pacientes con hipospadias se mantuvo y mantendrd en estricta

confidencialidad por parte de los servicios del area clinica del Instituto.

Para este proyecto se utiliz6 DNA gendmico (gDNA) de 25 pacientes mexicanos
diagnosticados al nacimiento Unica y exclusivamente con hipospadias aisladas por parte del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran, ademas se aplicaron
estudios moleculares sobre algunos genes (NR3C4 y SRD5A2) causantes de desérdenes del
desarrollo sexual 46,XY para excluirlos como causa de hipospadias aisladas especificamente

en estos pacientes.

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ



ESTUDIO DE LOS DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANALISIS DEL GEN AKR1C3

Para el grupo control se incluyeron 100 individuos masculinos de origen mexicano,
mayores de 18 afos, todos fueron captados en el departamento de Biologia de la
Reproduccién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran en el
periodo 2010 a 2018, con consentimiento informado y firmado para la extraccion y uso de su
gDNA Unicamente con fines de investigacion. Estos individuos se consideran sanos por no
presentar ningun tipo de desorden del desarrollo sexual 46,XY y ninguna afectacion en el
aparato genitourinario. Por otro lado, de los 100 individuos control, 50 individuos control
fueron usados para el exon 1y 3, y 100 fueron usados para el exén 2 del gen AKR1C3, esto
ultimo se hizo con el fin de buscar las 2 variantes encontradas dentro del exon 2 de pacientes
con hipospadias ya que solo una variante se encontro en los primeros 50 controles analizados
para este exon, de este modo se aseguro la presencia o ausencia de esta variante dentro de un

tamizaje molecular en un total 100 individuos control inicamente para el exon 2.
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2.1 EXTRACCION 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 conicos de 50 ml con 200 puL de EDTA 0.5 M pH 8.0. Se
mezclé por inversion. Posterior a esto se coloca la muestra sobre hielo y se procedio a llevar a
un volumen de 35 ml con una solucion de sacarosa-triton 2X (Sacarosa 0.64 M, Tris-Base
0.02 M, MgCl, 0.01 M, Tritén 100X al 2% pH 7.6). La muestra se llevd a un volumen final
de 50 ml con agua desionizada, estéril y destilada (ddH20). La muestra fue colocada sobre
hielo durante 10 minutos y se mezclo varias por inversion. Las muestras fueron centrifugadas
a 1000 xg durante 15 minutos a 4°C. Se decant0 el sobrenadante y el precipitado fue
suspendido en 3 ml de solucion de lisis nuclear (Tris-Base 10 mM, NaCl 400 mM, Na
EDTA 2 mM pH 8.2), con 108 pL de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 20% y 100 pL de
proteinasa K (5 mg/ml), se mezclo y se colocé en una incubadora con agitacién a 50°C
durante un minimo de 2 horas. El contenido fue transferido a tubos conicos estériles de 15 mL
y se agregd 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 transfirié a tubos conicos de 15 mL estériles. Se agregaron 2 volimenes de etanol absoluto
frio y se mezcl6 por inversion hasta que el DNA se precipitd. Se extrajo el DNA con una
pipeta Pasteur sellada y se procedio a lavar con etanol al 70% durante 30 segundos. Se extrajo
el DNA vy se dejo secar por 30 segundos a temperatura ambiente. El DNA fue resuspendido en
200 pL de Tris-EDTA (Tris 1.0 mM, EDTA 0.1 mM) y se mezcl6 suavemente hasta disolver
completamente el DNA. Se dejo disolver el DNA en una incubadora a 37°C durante toda la

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

Se realiz6 una PCR de punto final que consistio en una amplificacion in vitro de una
region especifica del gen AKR1C3, en la que cada region especifica de ambas hebras de DNA
fueron amplificadas y al final de la reaccidén se obtuvieron millones de copias de nuestra
secuencia de interés. En este caso se realizé un PCR por cada uno de los 9 Exones que posee
el gen AKR1C3 con oligonucleétidos especificos para amplificar cada regién exonica y se

muestran acontinuacion:

Temperatura

Secuencia de Oligonucledtidos de
Alineamiento

5 GTAATCTCTGAGGAGAAGCAG 3
1 3° AATACGGGTTTCACTTCTACTAS5’ COS
5 CCACAGTGATCACCAGATACTAC3’
3" GTCATCTCCACACAATCACAATAAAS'
5 GATTTGCTCAAGCATTCATTCA3’
3 3° GACAGCAGAAGCGCAATTT 5 60°C
5 GGTTACAGCTATGAGTGGAGAAA3’

4 3’ CCTATTGAACCTGGGAAACAGA 5’ COAS
5" GCAGCCAACTGCACAAATAA 3’
3" TGAAGAACCGAAAGGAGAGAAGS’
5' TCAGCTTCCTTACTTTCATCTT 3’
6 3' GGTTTATGTAAAGGTCCCATTGT 5’ LS
SR CC G GRS

3’ CAGGAGACCTGAGGCCC 5
5' GGGATTCACAACTGGCAATCTA 3’
3" CTGGTATGGAGGTCACTCTCA 5’
5" CAGCTTCATTGAAATCACTTTACTACTC3’

: 3 TCCAGTCACCGGCATAGA 5’ 60°C

60°C

60°C

60°C

60°C
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La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) punto final utilizada para la técnica
SSCP se realiz6 con los siguientes reactivos y sus respectivos volimenes para cada uno de los

9 exones del gen AKR1C3 como sigue:

Vol. Utilizado para 1 reaccion
Buffer 5X 5.0 L

MgCl; Solucion 25 mM 1.6 pL
Mix de nucleotidos 10 mM 0.5 puL

Primer Sentido 0.5 pL
Primer Antisentido 0.5 pL
Taq Polimerasa 0.2 uL
gDNA 1.5puL
dCTpP* 0.3 pL
DMSO 1.0 yL
H.Odd 8.9 uL

Volumen final 20 pL
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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 utilizo
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 ddH20, 14.0 mL de TBE 5X, 18.66 mL de acrilamida/bisacrilamida
(29:1), 0.49 mL de PSA 10%, 25 puL de Temed) 8% con glicerol (29.85 mL de ddH20, 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 pL de Temed), 5.4% sin glicerol (42.91 mL de ddH 20, 14.0 mL de TBE
5X, 12.6 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de PSA 10%, 24.5 uL de Temed) y
5.4% con glicerol (35.91 mL de ddH20, 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 puL de Temed). Se dejo
desgasificar por 5 minutos y al termino fue agregado el TEMED para su polimerizacion. El
gel de poliacrilamida se dejo polimerizar durante 1 hora y se colocaron en camaras de
electroforesis. Se prepar6 1 L de solucion de corrida de TBE 0.5X para cada sistema. Para
cargar las muestras en los geles, se usé 1 pL de la muestra obtenida de PCR y se le agregaron
14 pL de solucion de carga para SSCP (EDTA 20 mM, formamida 95%, azul de bromofenol
0.05%). Las muestras se desnaturalizaron a 94°C durante 5 minutos. Las muestras se
colocaron en frio. Las muestras desnaturalizadas fueron colocadas en los geles previamente
preparados para realizar la electroforesis. La electroforesis se dejo correr a 200-250 volts
durante 12-18 horas. A continuacién el gel fue colocado en papel Whatman de 3MM y se
colocd en un secador durante 1 hora a 70°C. Las muestras trasferidas en el papel fueron
expuestas a una pantalla (Molecular Imager FX, Imaging screen-K, BioRad) durante un
minimo de 3 horas para posteriormente ser analizadas en un escaner PMI Personal Molecular

Imager BIO-RAD usando el programa QuantityOne 4.6.

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ



ESTUDIO DE LOS DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANALISIS DEL GEN AKR1C3

2.4 PURIFICACION DE DNA MEDIANTE ELECTROELUCION

Una vez identificadas las muestras con un patron de movimiento electroforético
diferente, estas fueron amplificadas nuevamente por medio de PCR y visualizadas a través de
un gel al 1% de agarosa tefiido con Midori Green. Se utilizaron 3 puL de solucion de carga mas
5 puL de muestra de PCR y se colocaron en el gel. Se utilizo nuevamente el software:
Molecular Imager® Chemi Doc™ XRS+ Imaging System with Image Lab™. Las muestras en
el gel fueron analizadas en un transiluminador con UV. Se identificd que el tamafio esperado
fuera el correcto y se procedié 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 dialisis con
ddH20 vy fueron equilibradas con TBE 0.5X. Se colocaron las muestras en las membranas y
se adicion0 TBE 0.5X hasta cubrir la muestra, esto se hizo dentro de una camara de
electroforesis y se dejo correr a 100 volts durante 15 minutos. Al término de la electroforesis

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

Las muestras fueron colocadas en columnas Amicon® Ultra-4 y se agregaron 3 ml de
H-Odd. Se centrifugaron a 1000 xg durante 10 minutos, se elimind el centrifugado y se
extrajo el sobrenadante. Las muestras obtenidas fueron colocadas en tubos eppendorf de 0.5
ml y analizadas mediante espectrofotometria para medir su integridad y posteriormente se
visualizé por electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con Midori Green y una

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

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 uso el siguiente protocolo:

Reactivo 1 Reaccion
Big Dye Terminator reaction Mix 2.0 pL
Big Dye Solution 5X 1.0 uL
H20 5.0 uL
Primer 1.6 pmol (1.0 pL)
DNA 5 nanogramos (1.0 pL)
Volumen final 10 uL

Después de preparadas las muestras, se procedié a colocarlas en un termociclador
Veriti de Applied Biosystems, las condiciones que presentd el programa para esta reaccion
fueron: 1 ciclo a 95°C por 1 minuto, 35 ciclos a 96°C durante 10 segundos, 50°C por 5

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

El producto de secuenciacién se purifico utilizando 45 pL de solucion SAM y 10 pL
de solucion Big Dye XTerminator. Se agitaron las muestras durante 30 minutos y se
centrifugaron por 2 minutos a 1000 xg en una microcentrifuga. Se obtuvo el sobrenadante y se

coloco en tubos limpios.

Se preparé el equipo de secuenciacion (310 Genetic Analyzer ABI PRISM™ Applied
Biosystems, Foster City, CA) y se procedio 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 andlisis por medio del software Chromas Lite 2.6.
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2.6 EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG

Para determinar si los genotipos de nuestra poblacidn se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg, las proporciones genotipicas esperadas se compararon con las frecuencias

genotipicas observadas. Para esto utilizamos la siguiente ecuacion:

(p+0)*= p*+2pg+g=1

Donde:

p= la frecuencia del alelo A

g= la frecuencia del alelo a

p?= probabilidad de poseer unos alelos A/A
0? = probabilidad de poseer unos alelos a/a

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

Se aplico la ecuacion a las frecuencias obtenidas previamente (p y q) para cada uno de
los exdnes tanto de pacientes como controles. Posteriormente, para evaluar el efecto del azar
sobre los valores observados y esperados, se aplicd una prueba de bondad de ajuste de X2

(bondad de ajuste de chi-cuadrado) en cada grupo estudiado.
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2.7 ANALISIS IN SILICO

Las variantes identificadas previamente mediante secuenciacion fueron comparadas
con multiples bases de datos y la literatura disponible al momento de la realizacion de este
estudio, esto se hizo con la finalidad de obtener una interpretacion mas profunda y que
permitié determinar la patogenicidad de estas variantes determinadas. Para esto se han
desarrollado bases de datos que usan algoritmos de prediccion, que estiman la probabilidad de
las variantes génicas para tener consecuencias deletéreas para la proteina. En este caso se
analizaron las variantes encontradas en la region codificante del gen AKR1C3 y se determiné
su probable afectacion a la proteina. 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) vy

SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT _enst_submit.html).
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3. RESULTADOS
3.1 ANALISIS POR PCR

El tamizaje molecular del gen AKR1C3 en pacientes 46,XY diagnosticados clinica y
exclusivamente con hipospadias se inicio con la amplificacion de la regién codificante por
PCR-dCTP[0-*P], es decir, se obtuvo cada uno de los 9 exones que posee el gen. Los
productos de la reaccion fueron cargados en geles de agarosa (un gel por cada exon
amplificado) junto con un marcador de peso molecular (MPM) para comparar el tamafio de
los fragmentos amplificados tanto de pacientes como de sujetos control. Seguido de esto, los
productos de reaccion fueron sometidos a electroforesis. Los andlisis en geles de agarosa
indicaron que todos los exones del gen fueron amplificados con especificidad al observar una
sola banda y presentaban un tamafio esperado entre 200 y 250 pb. La figura 8 muestra una

electroforesis representativa para los 9 exones amplificados del gen AKR1C3.

———-————————-

MPM 15 16 17 18 19 20 21 26 27 MPM

Fig. 8. Figura representativa de uno de los exones del gen AKR1C3. En la imagen se muestra
el exdn 2. Los numeros indican las muestras amplificadas de sujetos control (1-27).

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ



ESTUDIO DE LOS DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANALISIS DEL GEN AKR1C3

3.2 TAMIZAJE MOLECULAR POR SSCP

Posterior a la amplificacion por PCR se procedio a la realizacion 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 exdn se
prepararon cuatro concentraciones diferentes de poliacrilamida como se describe en la
metodologia y cada uno de los pacientes fue tamizado en cada uno de los sistemas. Esto se
realizd para cada uno de los 9 exones del gen AKR1C3, obteniendo un total de 36 sistemas
para el analisis 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 patrén de migracion de las muestras, ademas, 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 patrén de migracion 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 patron de migracion electroforética variable fue determinado y

comparado con el patron de movilidad que presentaron los controles (Fig. 10).

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ



ESTUDIO DE LOS DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANALISIS DEL GEN AKR1C3

A) Ex6n 1

B) Exon 2

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ



ESTUDIO DE LOS DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANALISIS DEL GEN AKR1C3

C) Ex6n 3

g |

b
%

I

|

Fig. 9. Patron de migracion 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 patron electroforético variable se muestran con una
flecha, adicionalmente se encontraron tres diferentes patrones de migracion electroforética en
el exon 1 (A), dos patrones en el exdn 2 (B) y tres patrones para el exon 3 (C), a cada extremo
de los geles se le colocd un control (marcado con la letra “C”).
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3.3 SECUENCIACION

Posterior a la deteccion de variantes génicas en los exones 1, 2 y 3 del gen AKR1C3,
se realizaron ensayos de secuenciacion Sanger en las muestras de pacientes, esto se hizo con
el fin de determinar las posibles substituciones en el gen. Mediante ensayos de secuenciacion
por el sistema BigDye se obtuvo el electroferograma del exdén 1 y se identificd una
transversion en el nucleo6tido 15 ocasionada por el cambio de una citosina por una guanina
en el codén 5 (CAC/CAG) (c.15C>G), debido a este cambio, la secuencia que deberia
codificar para una histidina (H) codifica para una glutamina (Q) en el aminoéacido 5 (p.H5Q)

de la proteina (Fig. 10).

GAT TCC AAA CAC CAG TGT GTA

p.H5Q

Fig. 10. Electroferograma en donde se observa la secuencia parcial del exon 1 del gen
AKR1C3. La secuencia nucleotidica muestra la region polimérfica ¢.15C>G (flecha) y la

substitucion p.H5Q localizada en la proteina.
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Del mismo modo se obtuvo el analisis de secuencia del exon 2 del gen AKR1C3 y se
pudo identificar una transicién en la posicion 230, en donde se cambia una adenina por una
guanina (GAA/GGA) (c.230A>G). De esta transicion se obtiene una substitucion en el codén

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

GTG AAG AGA GAA GAC ATA TT

Fig. 11. Electroferograma en donde se observa la secuencia parcial del exén 2 del gen
AKR1C3. La secuencia de nucleétidos mostro la substitucion ¢.230A>G (flecha) y se pudo

deducir el cambio de aminoéacido p.E77G en la proteina.
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Asimismo, se obtuvo el electroferograma de la secuencia parcial del exon 3 del gen
AKR1C3 vy se identificd una transicion en el nucleétido 312. Se observo el cambio de una
guanina por una adenina (AAG/AAA) (c.312G>A), sin embargo, con esta substitucion la
proteina no obtuvo cambio en su secuencia de aminoacidos ya que el triplete original codifica
para una lisina (K) y el triplete con la substitucion de igual forma codifica para una lisina (K)

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

Fig. 12. Electroferograma que muestra la secuencia parcial del exén 3 del gen AKR1C3. La
flecha marca la secuencia donde existe el cambio en la posicion nucleotidica c.312G>A, en

este caso no existe cambio de aminoacido p.K104=, en la proteina.

ARMANDO MARTINEZ MARTINEZ



ESTUDIO DE LOS DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL 46,XY MEDIANTE ANALISIS DEL GEN AKR1C3

Con los resultados obtenidos en pacientes 46,XY con hipospadias, se decidio realizar
el analisis de genotipificacion mediante SSCP a un grupo de 50 individuos (exones 1y 3) y
100 individuos (exén 2) para confirmar la existencia de las variantes en la poblacién
mexicana. Los resultados mostraron patrones de migracién electroforética diferentes en los

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

D) Exén 1 controles

E) Exon 2 controles
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F) Exdn 3 controless

v

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

concentracion 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. ANALISIS GENOTIPICO Y ALELICO

Una vez identificados los genotipos de cada exdon en ambos grupos (pacientes y
controles), se calcul6 la frecuencia genotipica, para esto, se sumo la cantidad de individuos
que poseian el mismo genotipo y se dividio entre el nimero 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 genotipicas de acuerdo a las siguientes formulas:

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

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas

numero de individuos AA/n p= f(AA) + % f(Aa)

numero de individuos Aa/n g= f(aa) + % f(Aa)

numero de individuos aa/n

Doénde:

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

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

aa= homocigoto del alelo a

Aa= heterocigoto
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Los resultados de las frecuencias alélicas de los 25 pacientes con hipospadias mas los 50

individuos (exones 1y 3) y 100 individuos (exdn 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 exon 1 (c.15C>G) y para el

exon 3 (¢.312G>A) solo se utilizaron 50 controles.

Variantes Alelo Funcion % Hipospadias % Controles
(n=25) (n=100)
Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
genotipica alélica genotipica alélica
AKR1C3 Exo6n 1 No 28 (7) 22 (11)
c15C>G GIG sinénima 36 (9) g=0.54 38 (19) g=0.58
CIG 36 (9) 40 (20)

Ex6n 2 AIA No 80 (20) p=0.9 71(71) p=0.84
c.230A>G GIG sindnima ND g=0.1 2(2) g=0.155
AIG 20 (5) 27 (27)

Exon 3 GIG Sin6nima 12 (3) p=0.38 4(2) p=0.17
€.312G>A AA 36 (9) q=0.62 70 (35) q=0.83
G/IA 52 (13) 26 (13)

En los resultados obtenidos del analisis de frecuencia para ambos grupos (pacientes y
controles) observamos que en la variante ¢.15C>G del exdén 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
ocurrio lo mismo. El alelo C se presentd en menor proporcion y el alelo G se presentd en

mayor frecuencia aunque en proporcion muy cercanas entre si.

Para la variante ¢.230A>G del exdn 2, el genotipo A/A silvestre se mantuvo en mayor
proporcion en comparacion con los genotipos A/G y G/G siendo este ultimo el menos

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

mas frecuente o tipo silvestre.

Por otro lado, los resultados para la variante ¢.312G>A del ex6n 3 mostraron una
frecuencia genotipica mayor en el genotipo G/A comparada con el genotipo G/G, siendo este
altimo el genotipo con menor frecuencia tanto en controles como en pacientes. Ademas la
frecuencia alélica mostro que el alelo A se presentd en mayor frecuencia que el alelo G (alelo

de tipo silvestre).
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3.5 ANALISIS DE EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG
Se determind 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 Ex6n 1

NUmero
Poblacion | Variante de X? Probabilidad | Significancia
muestras
50 1 2.34 ~0.1 ns

Control c.15C>G

Hlpospadlas c.15C>G 25 1 1.499 ~0.2 ns

ns= no significativo gl= grados de libertad

AKR1C3 Exon 2

NUmero
Poblacion | Variante (o[ Probabilidad | Significancia
NS

Control c.230A>G 100 0.092 ~0.75

Hlpospadlas €.230A>G 25 1 0.308 ~0.60 ns

ns= no significativo gl= grados de libertad

AKR1C3 Exon 3

Numero
Poblacion | Variante de Probabilidad | Significancia
muestras

Control c.312G>A 50 0.352 ~0.55

Hlpospadlas c.312G>A 25 1 1.95 ~0.15 ns

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

Una vez identificadas las variantes génicas y de aminoacidos, se realizaron los analisis
in silico para predecir y determinar la patogenicidad de las alteraciones encontradas en el gen
AKR1C3 que codifica la proteina 3a-HSD 2/17B-HSD 5, se compararon con las bases de

datos y diferentes algoritmos de prediccion.

Los resultados obtenidos para la variante p.H5Q en el programa MutationTaster2
predijeron unicamente un polimorfismo sin ninguna afectacion a la proteina, de igual forma el
programa PolyPhen-2 predijo ese cambio como benigno. Provean marco la variante como
neutra y SIFT por su parte indicd ese cambio como tolerado. Esto nos indica que esta variante
muy probablemente y de acuerdo a los programas bioinformaticos no afectaria la funcion de

la proteina (tabla 1).

La variante p.E77G en el programa MutationTaster2 marcé como un polimorfismo
esta variante, de igual manera el programa PolyPhen-2 nos indic6 un resultado benigno, sin
embargo el programa Provean marca este cambio como deletéreo con lo cual es probable una
afectacion a la proteina. De forma similar el programa SIFT nos predijo un cambio con

probable dafio a la proteina (tabla 1).
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Por otro lado para los resultados de los analisis in silico para la variante (p.K104=) no
se identifico ningln tipo de cambio en la proteina debido a que la substitucion no afecto la
secuencia de aminoacidos para esta. De este modo, casi todos los programas bioinformaticos
no predijeron algun tipo de dafio a la proteina excepto en el programa SIFT que nos predijo

un probable dafio (tabla 6).

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

de las variantes encontradas en los exones del gen AKR1C3.

VELHENES Mutation Taster2 PolyPhen-2 Provean

Tolerada

Neutral

Polimorfismo Benigna

Polimorfismo Benigna Deletérea Probable Dafo

Polimorfismo Benigna Neutral Probable Dafo
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4  DISCUSION

Durante el desarrollo embrionario masculino, los andrégenos desempefian un papel
importante en la diferenciacion sexual. Multiples genes son requeridos en etapas tempranas
del desarrollo embrionario para actuar sobre la biosintesis de hormonas esteroides
androgénicas y lograr la activacion del AR. Los esteroides con 19 atomos de carbono como T
y DHT originan un correcto desarrollo de los genitales internos y externos. Asi, la
diferenciacion sexual masculina es inducida por la formacion del complejo al AR-DHT, esta
unién desencadena una serie de eventos genéticos y fisioldégicos que culminaran en la
diferenciacion de las estructuras sexuales masculinas externas (escroto, pene, uretra y

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

La produccion de DHT se realiza mediante la via “clasica” donde la T es usada como
principal intermediario. Sin embargo, se ha reportado otra via en donde la T no es utilizada
para la produccion de DHT y se ha denominado via “backdoor”. En esta via 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
podrian estar asociadas a DSD 46,XY durante el periodo fetal, ya que la enzima interviene en
los Gltimos pasos del metabolismo para la produccion de DHT dentro de la via “backdoor”
(Penning, 2000; Fluck et al., 2011; Miller y Auchus 2011: Biason-Lauber et al., 2013;

Achermann et al., 2015). Actualmente no existen estudios especificos sobre el gen AKR1C3
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en individuos 46,XY con DSD asociados a hipospadias, por ello en este estudio se realizé el
tamizaje molecular de las regiones exonicas del gen AKR1C3 en 25 individuos con

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

Los resultados determinaron variantes genotipicas 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 exdn 1, la variante ¢.15C>G gener6 el cambio de Histidina (CAC)
por Glutamina (CAG). El alelo C/G (heterocigoto) aparece con una frecuencia muy similar a
la proporcion 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 podria estar fijando
dentro de la poblacidn; sin embargo mediante el calculo del equilibrio Hardy-Weinberg se
pudo demostrar que este alelo se encuentra en equilibrio asi que la reproduccién no podria 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

disminucion de las frecuencias de los alelos.

Para la variante p.E77G localizada en el exon 2 del gen AKR1C3 se mostré un cambio
€.230A>G donde el triplete (GAA) que codifica para un acido glutamico cambio por (GGA)
una Glicina. Las proporciones alélicas muestran que el alelo A/A, que es el tipo silvestre, se
presentd en mayor proporcion en ambos grupos, el alelo heterocigoto A/G tuvo una
proporcion 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 analisis de Hardy-Weinberg el

alelo A/A se mantiene fijo en la poblacion estudiada y es el alelo dominante.
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Para el exén 3 del gen AKR1C3 la variante ¢.312G>A en el que el triplete original
AAG cambia por AAA, el cambio de nucledtido no cambio el aminoacido transcrito que es
una lisina (p.K104=) la cual resulta ser sindnima, ademas el alelo G/G de tipo silvestre fue el
alelo que en menor proporcion se presentaba en ambas poblaciones, en cambio el alelo A/G
(heterocigoto) se presentd en una mayor proporcion en pacientes; no asi en los controles, en la
cual fue el alelo A/A el de mayor proporcion solo en el grupo control; esto nos sugiere que el
alelo (A/A) se comienza a fijar dentro de la poblacion aunque el analisis de equilibrio nos
muestra un resultado no significativo con lo cual podemos decir que este cambio no resulta
ser consecuencia de la reproduccién y al igual que en el exdn 1, la seleccion natural parece ser

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

Un polimorfismo puede ser equilibrado, de modo que en una poblacion se pueden
poseer y mantener dos 0 mas variantes con frecuencias de equilibrio mas o menos estables y
de esta manera la seleccion natural puede ser causante de este mecanismo biol6gico. Por otro
lado, un polimorfismo también puede ser transitorio y puede estar en una etapa entre el origen
de una variante util y su fijacién en la poblacion por seleccién natural cuya eficacia bioldgica
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 andrégeno-dependientes (Jakobsson et al., 2007). De acuerdo
a la literatura, la variante ¢.15C>G esta descrita con la clave rs12529 y se ha reportado que
estd asociada a cancer de vejiga ya que puede contribuir significativamente a esta patogénesis

ya que el alelo G/G muestra incremento de riesgo a este tipo de cancer, mientras que el riesgo
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decrece con el alelo C/C. Por otro lado, existe una asociacion entre este polimorfismo en
poblacion china asociada a un incremento en el riesgo de padecer cancer de pulmon para el
alelo G/G. Un estudio més fue hecho en cancer de prostata y no se hallé asociacion entre este
polimorfismo y esta patologia (Milivojevic et al., 2014; Karunasinghe et al., 2016;

Tiryakioglu y Tunali, 2016).

Por otro lado la variante polimorfica del exén 2 (c.230A>G; p.E77G) esta reportada
con la clave rs11551177 y ha sido asociada a bajos niveles significativos en la concentracion
de T libre en suero en poblacién masculina sueca pero esta asociacion no fue encontrada en
poblacion coreana ya que en esta poblacion no se encontré la variante; en este estudio se hizo
una comparacion de cinética enzimatica entre el alelo A/A y el alelo A/G del gen AKR1C3 en
poblacion Sueca, donde se encontrd que esta variante afecta moderadamente la eficiencia de
la enzima en cuanto a la reduccidn del sustrato androsterona para producir 3a-diol, aunque

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

La variante del exon 3 (c.G>A,; p.K104=) ha sido reportada en la literatura en esa
posicion especifica con la nomenclatura rs12387 y se ha reportado un estudio con este
polimorfismo asociado a cancer de pecho en mujeres que han usado terapia combinada de

estrogenos-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 poblacion, estos son muy frecuentes y la mayoria tienen poco
impacto sobre la salud; sin embargo existen pruebas sobre ciertas variantes que causan efectos
en el fenotipo. Ademas, los SNPs podrian 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 region codificante para un aminoacido (variante no sinénima) de una
proteina que pueda generar un mal plegamiento de la proteina, cambio de polaridad,

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

Aunque la variante ¢.312 G>A es de tipo silenciosa y se considere neutral, este tipo de
variantes pueden llegar a afectar la expresion génica por el cambio de secuencia del RNA, un
ejemplo seria un cambio en la estructura secundaria que pueda influir en la transcripcion, el
procesamiento o0 un cambio de codones sinbnimos requieran un tipo de respuesta de un RNA
de transferencia diferente, de tal modo que se vea afectada la eficiencia de la traduccion,
incluso se propone que ligeros cambios en el plegamiento del MRNA y la actividad bioldgica
se puede ver afectada, esto podria conllevar a la sobreproduccién de proteinas o a su
produccioén insuficiente. Esto se ha asociado con repercusiones para la manifestacion de

enfermedades humanas.

De acuerdo a lo obtenido en los analisis in silico por los programas bioinformaticos
para el exdn 1 en ninguno de los programas se describe algin tipo de dafio a la proteina
provocada por su respectiva variante. Sin embargo para el exon 2 los programas Provean y
SIFT sugieren una afectacion a la proteina marcandolo como “deletérea” y “probable dafio”
respectivamente para la variante encontrada, de igual modo el resultado del programa SIFT
para el exdn 3 predijo un probable afectacion. De acuerdo a la literatura los residuos de
aminoacidos (Tyr24, Leu54, Tyr55, Trp86, Hisll7, Serll8, Prol19, Met120, Serl129,
Asnl167, Phe306, Ser308, Ser310, Phe311, Tyr317, Pro318, y Try319) de la proteina (3a-
HSD2/17B3-HSD5) forman una cavidad eliptica en el dominio C-terminal, ademas se ha
determinado que los residuos Phe306 y Trp227 juegan un papel clave en el reconocimiento

del sustrato, también se encontr6 que los residuos Tyr24, Asp50, Serl66, Asn167, GIn190
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entre otros, adecuan la estructura de la enzima para el correcto reconocimiento al sitio de
unién al cofactor NADPH (Qui et al., 2004), por lo anterior podemos comprobar que las
variantes encontradas no afectan ningin aminoacido 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 participacién en la diferenciacion de la uretra
masculina; no obstante, aun faltan estudios para otras enzimas de la familia AKRs que
pudieran estar implicadas en la diferenciacion sexual de la uretra masculina y que juegan
papeles clave en la produccion de DHT como el gen AKR1C4 (Fluck et al., 2011; Biason-
Lauber et al., 2013 ). Otro posible candidato es la enzima 173-HSD tipo 3 producida por el
gen HSD17B3 que se ha descrito posee la misma actividad 17p-hidroxi-esteroide

deshidrogenasa que la enzima producida por AKR1C3 (Mendoca et al., 2016).

Recientemente se ha demostrado que la expresion sexualmente dimorfica del gen
Mafb podria regular la masculinizacion de la formacién 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

busqueda de mutaciones en pacientes 46,XY DSD.

AUn no se han elucidado con claridad ciertos mecanismos implicados en determinadas
enfermedades humanas causantes de desordenes del desarrollo sexual, a pesar del avance en
herramientas bioquimicas y en biologia molecular ciertas patologias aun no pueden ser

identificadas con técnicas como citogenética clasica o con perfiles hormonales, por ello la
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investigacion en diagnostico molecular por aporte de nuevas herramientas a la biologia

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 dafo

patogénico.

De acuerdo a los analisis moleculares y estudios in silico obtenidos para el gen AKR1C3,
los estudios comparativos entre los pacientes con hipospadias y controles sanos demostraron
gue poseen los mismos polimorfismos no patogénicos con lo que podemos sugerir la ausencia
de asociacidn entre las hipospadias y las substituciones identificadas en el gen AKR1C3 en la

via “backdoor”.

Los datos obtenidos en este estudio nos sugieren que es poco probable determinar o
identificar un dafio 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 participacion 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 podria ser el gen
AKR1C4. Al respecto, el papel fisioldgico del gen AKR1C4 durante el desarrollo uretral
masculino es desconocido. Recientemente, el gen Mafb ha sido asociado a la formacion
uretral en embriones de ratdn, lo cual sugiere que muy probablemente podria estar implicado

en el desarrollo de hipospadias en humanos.
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