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RESUMEN

La 5a-esteroide reductasa tipo2 codificada por el gen SRD5A2, biotransforma testosterona
(T) en dihidrotestosterona (DHT), por ello, es una enzima responsable del desarrollo
gonadal embrionario y desarrollo de los caracteres sexuales secundarios durante la
pubertad. Se han descrito alrededor de 100 mutaciones en el gen SRD5A2 que causan
deficiencia en la cantidad de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2,constituyendo esta
deficiencia un desorden autosdmico recesivo-46,XY, caracterizado por la diferenciacion
incompleta de genitales externos. No obstante esto, la actividad de la enzima ha sido poco
estudiada. En este estudio se analizaron funcionalmente las mutaciones, p.F118L, p.R145L
y p.S14R de 3 diferentes pacientes diagnosticados previamente con deficiencia de la
enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2. Los cDNAs mutados se insertaron en el plasmido
pCMV6-XL4 y se transfectaron en células HEK293. Mediante cromatografia en capa fina
se determind la actividad de 5a-esteroide reductasa tipo 2 a diferentes concentraciones de
T, complementandola con predictores de los efectos patogénicos. El andlisis in vitro
realizado revelé la pérdida parcial de actividad enzimatica para la variante p.F118L
mientras que para las variantes p.R145L y p.S14R la actividad resulté casi nula en
comparacion con la de la enzima silvestre. Los valores de K, resultaron incrementados
(10.16, 8.69 y 7.03 uM, respectivamente) en comparacion a los de la enzima silvestre (0.73
uM), explicando la baja afinidad de la enzima por T mientras que los valores de Ky
disminuidos comprueban la baja conversiéon de T en DHT. Los programas bioinformaticos
predijeron las tres alteraciones como perjudiciales para la enzima. Estas alteraciones en la
actividad de SRD5A2 podrian explicarse debido a una afectacion estructural de la enzima
gue afecta su estabilidad como proteina o sus propiedades cataliticas. Esta investigacion
destaca la importancia del correcto funcionamiento de la 5a-esteroide reductasa tipo 2 para

gue individuos con cariotipo 46,XY tengan una correcta diferenciacion sexual.
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1. INTRODUCCION

1.1 Determinacion sexual

En mamiferos, las diferencias bioldégicas entre machos y hembras son
determinadas genéticamente durante el desarrollo embrionario (Bashamboo &
McElreavey, 2015). El desarrollo sexual se puede dividir en dos etapas: 1)
"determinacion sexual® que es el establecimiento que seguird la gbénada
indiferenciada para desarrollarse como testiculo u ovario y 2) "diferenciacién
sexual" el cual ocurre una vez que las gonadas se han desarrollado y es inducida

por los productos de la gbnada para establecer el sexo fenotipico.

Al inicio de la gestacion (primera y segunda semana en humanos), los embriones
de ambos sexos difieren solo en sus cromosomas sexuales. En humanos, el sexo
femenino esta definido por la presencia de dos cromosomas XX mientras que el
sexo masculino se define por los cromosomas XY. En las primeras etapas de
gestacion (cuarta semana), el borde urogenital es diferenciado a una goénada
bipotencial (Ono & Harley, 2013); el mecanismo molecular de diferenciacion es
controlado mediante los genes WT1, SF1, LIM1, GATA4 y FOG2 (Hughes, 2001,
McClelland et al., 2012; Ono & Harley, 2013). Tanto el desarrollo testicular como el
ovarico involucran vias sexuales especificas que parecen actuar de manera

antagonista entre si.

Durante la sexta semana del desarrollo embrionario, las células germinales

precursoras de espermatozoides u ovocitos migran a las génadas siendo rodeadas
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por las células mesodérmicas, mientras que en la séptima semana se lleva a cabo
la determinacion del sexo gonadal, siendo hasta aqui ambos cariotipos (XX, XY)

anatomicamente iguales (MacLaughlin & Donahoe, 2004).

La determinacion del sexo gonadal en embriones con cromosomas XX depende de
los genes FOXL2, RSPO1 y WNT4. EIl papel fundamental de RSPO1 es actuar
sinérgicamente con WNT4 para producir B-catenina (Wilhelm et al., 2007; Maatouk
& Capel, 2008; Jameson et al., 2012,). Este factor transcripcional presenta 3
funciones principales; 1) potenciar la accion conjunta de RSPO1 y WNT4, 2) activar
los genes involucrados en la diferenciacidon de las células de la granulosa para dar
inicio al desarrollo ovarico y 3) prevenir la producciéon de SOX9 (Maatouk & Capel,

2008).

En embriones con cariotipo XY, la determinacién del sexo gonadal depende de
multiples factores transcripcionales como SRY y SOX9. El papel primordial del gen
SRY (en gbénadas XY) es determinar la formacion del testiculo (Sinclair et al.,
1990). Otra funcién importante del gen SRY es unirse a la region promotora del gen
CYP19A1 (P450arom) para reprimir la transcripcion de la aromatasa e impedirla
conversion de T a estradiol (Ey). La proteina codificada por SRY regula la expresion
del factor de transcripcion SOX9 que induce la diferenciacion de las células de
Sertoli. La activacién y el mantenimiento de la expresién de SOX9 desencadenan
otros genes (por ejemplo, SOX8) necesarios para la diferenciacion testicular y la

diferenciacion masculina. Asimismo, se ha determinado que SOX9 suprime

14
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activamente la expresion de genes implicados en el desarrollo ovarico (Morais et

al., 1996) como FOXL2 y WNT4.

1.2 Diferenciacién sexual

Durante la octava semana del desarrollo embrionario, las células mesodérmicas de
individuos con cariotipo XY inician su diferenciacion hacia células de Sertoli,
mismas que durante esta etapa son encargadas de secretar la hormona
antimilleriana (HAM), una glicoproteina perteneciente a la familia TGF-B (Lee &
Donahoe, 1993) que inhibe la formacion del conducto Mulleriano que originaré en
individuos XX la formacion de Utero y oviductos (conductos caracteristicos del sexo

femenino) (Hiort & Holterhus, 2000).

Las células mesodérmicas de igual manera se diferencian en células de Leydig,
encargadas de secretar testosterona (T) cuya sintesis es controlada en el
crecimiento fetal por la gonadotropina coriénica humana (hCG) y tiempo después
por la hormona luteinizante (LH) (Misrahi et al., 1998). La T causa la diferenciacién
del conducto Wolffiano en genitales internos masculinos (epididimo, vasos
deferentes y vesiculas seminales), mientras que la dihidrotestosterona (DHT)
formada por la 5a-esteroide reductasa tipo 2 lleva a cabo la diferenciacion de los

genitales externos (falo, escroto y uretra) y regula el crecimiento prostatico.

Cuando el ovario se encuentra formado, en ausencia de T el conducto Wolffiano se

degenera y el conducto Milleriano se mantiene intacto diferencidndose asi en
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oviductos, utero, cérvix y tercio superior de la vagina. En el desarrollo ovarico cada
célula germinal se convierte en o6vulo y las células epiteliales corticales se
diferencian en células de la granulosa. Las células del mesénquima del ovario en
desarrollo se diferencian en células de la teca y estos dos tipos de células en

conjunto forman foliculos que sintetizan estrogenos (Fig. 1).
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Fig. 1. Cascada de eventos moleculares llevados a cabo durante la determinacion
y diferenciacibn sexual en etapas tempranas del desarrollo embrionario. La
regulacion indirecta se encuentra ilustrada por flechas punteada ( - =), regulacién
directa (—> ) y antagonismo ( — ).
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1. 3 Enzimas esteroidogénicas

La esteroidogénesis es definida como el conjunto de reacciones metabdlicas que
se llevan a cabo en células y tejidos especificos cuyo principal efecto esta
relacionado a la homeostasis corporal y regulacién de funciones reproductivas,
como el desarrollo y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios
(Gémez-Chang et al., 2012; Stocco et al., 2017). Durante este proceso contribuyen
diferentes tipos de citocromos P450 e hidroxiesteroide deshidrogenasas (HSD)
para la sintesis de hormonas esteroides gonadales o suprarrenales (Payne &
Hales, 2004). Las hormonas esteroides se clasifican en andrégenos (T y DHT);
estrogenos (estradiol); progestagenos (progesterona), glucocorticoides (cortisol) y
mineralocorticoides (aldosterona). Los esteroides son sintetizados principalmente
en gonadas (testiculos y ovarios), glandulas suprarrenales, en menor proporcion en
el sistema nervioso central y en la placenta; esta ultima llevandose a cabo de

manera transitoria durante el embarazo (Miller, 2013).

En células de Leydig del testiculo fetal, la biosintesis de novo de la T a partir de
acetato utiliza al colesterol como un intermediario obligatorio. La sintesis de
hormonas esteroides inicia con la conversion del colesterol a pregnenolona por
accion de la enzima citocromo P450scc/CYP11A1 (Cholesterol side chain
cleavage, EC 1.14.15.6) (Sanderson, 2006). Esta reaccion involucra tres
monooxigenaciones. En goénadas y glandulas suprarrenales esto implica una
regulacion aguda mediada por la via AMPc-PKA gue involucra la fosforilacion de

enzimas como la hidrolasa de ésteres del colesterol o de la proteina Steroidogenic
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Acute Regulatory (StAR), la cual lleva a cabo el transporte del colesterol hacia la
mitocondria para después ser translocado de la membrana mitocondrial externa
(OMM) hacia la interna (IMM) (Gomez-Chang et al., 2012; Papadopoulos et al.,

2015).

Sintetizada la pregnenolona esta puede ser biotransformada mediante dos vias
metabdlicas para la obtencién de andrégenos, denominadas via A*y A®, siendo
esta Ultima la que predomina en el humano (Fig. 2). En la via A’ la pregnenolona es
biotransformada a 17a-hidroxipregnenolona por la enzima P450c17 (CYP17A1, EC
1.14.99.9), la cual presenta actividad de 17a-hidroxilasa y 17,20-liasa. Mediante la
actividad de 17a-hidroxilasa forma hidroxipregnenolona para después con actividad
de 17,20-liasa catalizar la formacion de dehidroepiandrosterona (DHEA). Cada
reaccion requiere una molécula de NADPH y una molécula de O, molecular

(Hanukoglu, 1992; Miller & Auchus, 2011).

Sucesivamente, la DHEA es convertida a A*androstendiona reaccion catalizada
por la enzima 3B-HSD tipo 2 (HSD3B2, EC1.1.1.145). Esta enzima bifuncional
cataliza la oxidacién e isomerizacion de los precursores de A>-3B-hidroxiesteroide
en A’*-cetoesteroides, lo que conduce a la formacién de todas las clases de
hormonas esteroides. La primera reaccion es la deshidrogenacion del
hidroxiesteroide 3B-ecuatorial que requiere la coenzima NAD® produciendo un
intermedio A°-3-ceto y NADH reducido. La coenzima reducida, NADH, activa la
isomerizacion del A°-3-cetosteroide para producir el A*-3-cetosteroide. En diversos

estudios realizados en ratones se ha demostrado que esta enzima se expresa
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especificamente en la mitocondria de las células de Leydig (Pelletier et al., 2001,

Rheaume et al., 1991; Simard et al., 1996).

La etapa final en la biosintesis de andrégenos requiere de la 173-HSD tipo 5
(AKR1C3) (Tabla 1.). La enzima androgénica 17B-HSD tipo 5 (HSD17B5, EC
1.1.1.64) con actividad principalmente reductiva cataliza la reaccion reversible para
la sintesis de andrégenos realizando la conversién preferencial de A*-
androstendiona a T. La enzima microsomal requiere NADPH como cofactor. La
expresion de 17B-HSD tipo 5 es exclusiva de la gbnada masculina y se encuentra

restringida a células de Leydig en etapa adulta (O’Shaughnessy et al., 2000).

Tabla 1. Enzimas P450 e hidroxiesteroide deshidrogenasas involucradas en la
sintesis de hormonas esteroideas.

CYP11A1 15023-924 56 kDa P450scc, Corteza
Cholesterol Side suprarenal,
Chain Cleavage testiculos
CYP17A1 10924.3 57 kDa 17a-hidroxilasa, Células
17,20 liasa Leydig,
corteza
adrenal
HSD3B2 3B- Células
1pl3.1 42 kDa hidroxiesteroide Leydig,
deshidrogenasa, corteza
N3-A* isomerasa, adrenal

3B-HSD tipo 2 (microsomal y
mitocondria)

HSD17B5 10p15.1 34.5 kDa 17B-HSD tipo 5, Testiculos
17B-HSD (microsomal)
testicular
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La T y DHT son dos hormonas muy importantes para el desarrollo del fenotipo
masculino, de los caracteres sexuales secundarios y la espermatogénesis (Gomez-
Chang et al., 2012). En el humano, la via A® (Fig.2) es regulada de forma aguda
principalmente por el efecto de la LH la cual se une y activa a receptores acoplados
a proteinas G (Hu et al., 2010; Tremblay, 2015). Una vez sintetizada T, viaja a
través del torrente sanguineo hacia 6rganos blanco como préstata, piel e higado en
donde es convertida en dihidrotestosterona por accion de la enzima 5a-esteroide
reductasa tipo 2 (Bain, 2007; Swerdlof et al., 2017), conversion considerada como

irreversible (Horton, 1992).
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CYP11A1

Ab
Pregnenolona

17a-hidroxilasa

i1,C
CH,

17a-hidroxipregnenolona

17,20 liasa

Dehidroepiandrosterona ¢y,

3B-HSD2

3B-HSD2

3B-HSD2

A4

17a-hidroxiprogesterona

Androstendiona

17a-hidroxilasa

HsC

5a-esteroide
reductasa tipo 2

CH; OF

Fig. 2. Vias A* y A® para la sintesis de andrégenos a partir del colesterol como

precursor esencial.

Se

especifican los

citocromos

deshidrogenasas que catalizan cada paso de la sintesis.
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1.4 5a-esteroide reductasatipo 2

La completa diferenciacion de los caracteres sexuales masculinos en el feto
durante la etapa de gestacion y virilizacion durante la pubertad (Tabla 2.) se lleva a
cabo mediante la conversion de T a DHT (Wilson, 1978) y la reaccién es catalizada
por la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2 (SRD5A2, EC 1.3.99.5) (Fig. 3),
(Steers, 2001). Aunque la T y DHT presentan diferente actividad biolégica, ambas
interaccionan con el mismo receptor de andrégenos (AR o NR3C4), el cual es un
miembro de la superfamilia de receptores nucleares de esteroides/hormonas
tiroideas que regula la expresion de un gen blanco (Beato, 1989; Wilson, 1978;
Ramos et al.,, 2018). En humanos, la isoenzima microsomal predomina en la
préstata, es codificada por el gen SRD5A2 y se localiza en el cromosoma 2 del
brazo corto en p23.1 (Andersson et al., 1989; Thigpen et al., 1992; Yuan et al.,
2017). El gen estd conformado estructuralmente por 5 exones separados por 4
intrones (Jenkins et al., 1991; Labrie et al., 1992) y abarca 40 kb del DNA gendmico

(Vilchis & Chéavez, 2002).
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5a-esteroide
reductasa tipo 2

(

NADPH + H NADP* o
Testosterona Dihidrotestosterona

Genitales masculinos internos . .
Genitales masculinos externos
(Epididimo, conducto deferente y

: X (Pene, escroto y glandula prostatica)
vesiculas seminales)

Fig. 3. Reaccion enzimatica catalizada por la 5a-esteroide reductasa tipo 2. La
reaccion catalizada requiere NADPH como cofactor. Esta enzima elimina el doble
enlace de la posicion cuatro y cinco de esteroides C19 y C21. Asimismo, el carbono
5 recibe un anioén hidruro (H) mientras el carbono 4 adquiere un protén (H™).

Tabla 2. Accion de los andrégenos en la pubertad.

Acciones anabdlicas Incremento de vello facial y
Incremento de masa corporal
muscular

Alargamiento del falo
Alargamiento escrotal
Engrosamiento de cuerdas

vocales

Espermatogénesis Recesién del cuero cabelludo
Impulso sexual masculino/ Crecimiento de préstata
rendimiento

En diversos estudios se ha demostrado diferentes polimorfismos del gen SRD5A2
(Russell & Wilson, 1994). En la region 3" no traducida del exdn 5 existe un numero
variable de repeticiones AT (Davis & Russell, 1993). El alelo méas frecuente no
posee repeticiones AT, mientras que los dos alelos variantes contienen 9 y 18

copias del dinucleotido. Dentro de un tamizaje de 172 cromosomas, la frecuencia
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con la que se encuentran estos alelos variantes es muy baja (< 0.02), asimismo se
ha observado que el nUmero de repeticiones del dinucledtido influye en la actividad

enzimatica de SRD5A2 (Vilchis et al. 1997).

El segundo polimorfismo fue encontrado mediante tamizaje del locus SRD5A2 e
implica una substitucion C/T dentro de los primeros nucledtidos del intrén 1 del gen
(Russell & Wilson, 1994). El tercer polimorfismo (V89/L89) modifica la region
codificante de la proteina en el codon 89, la cual puede ser GTA (valina) o CTA
(leucina). Las consecuencias bioquimicas de este cambio no se han determinado
completamente. El cuarto polimorfismo (p.A49/p.T49) consiste en un cambio de
GCA que codifica para alanina en el codon 49 por ACA que codifica para treonina.
Interesantemente, la caracterizacion de estos polimorfismos en el gen SRD5A2 se

ha asociado a diferentes alteraciones hereditarias (Russell & Wilson, 1994).

El gen SRD5A2 codifica para una proteina denominada 5a-esteroide reductasa tipo
2 0 SRD5A2. La isoenzima es una proteina hidrofébica con un peso molecular de
aproximadamente 28.4 kDa (Andersson et al., 1991; Imperato-McGinley & Zhu,
2002; Russell & Wilson, 2014;), consta de 254 aminoacidos con un dominio N-
terminal de unién al substrato T y un dominio C-terminal de unién a NADPH (Cheng
et al., 2015). La reductasa tipo 2 posee una K, aparente para T de 0.6-0.9 uM y
una Kn, aparente para el cofactor NADPH de 3-10 uM (Imperato-McGinley & Zhu,

2002).
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Los estudios mediante inmunohistoquimica e hibridacion in situ han revelado que
esta enzima es expresada en células del estroma y del epitelio basal de la prostata
(Rittmaster, 1997), mientras que los estudios de inmunocitoquimica fluorescente
indirecta han indicado que reside en el reticulo endoplasmico (microsomas)
integrada en la bicapa lipidica de este organelo, lo que explica la necesidad de
detergentes para solubilizar a la misma (Thigpen et al., 1993; Imperato-McGinley &
Zhu, 2002). Su localizacion subcelular (endosomal o lisosomal), difiere
dependiendo de la fuente de tejido de la misma y de su pH acido éptimo a 5.5
(Andersson et al., 1991; Normington & Russell, 1992). Esta localizacién puede
facilitar la posterior unién del producto DHT por los receptores nucleares de

androgenos.

La actividad erronea de SRD5A2 parece ser la causa de diferentes alteraciones
enddocrinas como lo son el acné, alopecia androgénica, hirsutismo, cancer de
prostata e hiperplasia prostatica benigna (BPH), entre otros (Russell & Wilson,
1994). Esta ultima alteracion se debe a los niveles de T en sangre que comienzan a
disminuir por el aumento en los niveles de DHT. Posteriormente esta se combina
con el AR de la glandula prostatica formando asi un complejo DHT-AR que
estimula la proliferacién de células prostaticas y por lo tanto, un aumento en el

tamafo de la prostata (Ryl et al., 2017).

La SRD5A2 se encuentra expresada en tejidos como higado, prostata, en piel de
tejido reproductivo como la uretra, vesicula seminal, epididimo, foliculos pilosos,

transitoriamente en la piel y cuero cabelludo de recién nacidos y en tejidos que
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incluyen BPH y adenocarcinoma prostatico (Thigpen et al., 1993; Eicheler et al.,

1994, 1995; Ryl et al., 2017).

Debido a que la actividad principal de la SRD5A2 es regular el crecimiento de la
préostata se han desarrollado diversos farmacos cuya accion es inhibir esta enzima
para ser utilizados como agentes terapéuticos (Vermeulen et al., 1989; Steers,
2001). Medicamentos entre los cuales se encuentran derivados de 4 azaesteroides
como la 17B-(N-t-butil)carbamoil-4-aza-5a-androst-1-en-3-ona (MK-906 Finasteride)
y la 173-(N,N-dietil)carbamoil-4-metil-4-aza-5a-androstan-3-ona (4-MA) (Andersson
& Russell, 1990) cuya funcion es inhibir competitivamente la actividad de 5a-

esteroide reductasa tipo 2 (Liang et al., 1985; Boudon® et al., 1995).

Existen mutaciones que afectan el sitio de unién al NADPH aunque no se han
identificado secuencias de aminoacidos especificas y existen mutaciones las
cuales parecen estar localizadas en ambos extremos de la proteina y afectan la
union del sustrato T. Los aminoacidos determinantes de unién al sustrato o al
cofactor se ubican principalmente en la region del amino terminal de la proteina,
por lo que se sugiere que estas mutaciones afectan la union del sustrato o del

cofactor pero no ambos (Thigpen &Russell, 1992).

Las mutaciones en el gen SRD5A2 desencadenan un raro desorden del desarrollo
sexual (DSD) denominado deficiencia de 5a-esteroide reductasa tipo 2 (5a-RD2)
(OMIM No0.264600). Esta considerado un desorden autosOmico recesivo que se

presenta al momento del nacimiento generalmente en individuos 46,XY con una
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prevalencia mayor en homocigotos en comparacion con heterocigotos (Mendonca
et al., 2017). En un estudio realizado en 27 individuos mexicanos se demostré que
en 23 de ellos (aproximadamente 85%) existen mutaciones homocigotas o
heterocigotas en el exén 4, 2 de ellos componen la mutacion del heterocigoto
(Vilchis et al., 2010). En algunos casos, los individuos afectados presentan
solamente un alelo mutado (Hackel et al., 2005; Nicoletti et al., 2005). Dichos
individuos manifiestan caracteristicas tipicas, expresando grados variables de

virilizaciéon (Tabla 3.).

A la fecha han sido identificadas alrededor de 102 mutaciones a lo largo del gen
SRD5AZ2. Entre las cuales se encuentran mutaciones sin sentido y mutaciones con
sentido erréneo (nonsense/ missense) (n= 72), deleciones pequefias del gen
(n=14), mutaciones en los sitios de corte y empalme (Splice mutations) (n=7),
inserciones pequefias (n=2), inserciones/deleciones pequefias (n=3), deleciones
completas del gen (n=3) y mutaciones en la region reguladora del gen (n=1)
(Imperato-McGinley & Zhu, 2002; Mendonca et al., 2017) (Fig. 4). Las mutaciones
gue predominan entre los exones 1 a 4 varian desde un Unico punto defectuoso
hasta una delecion del gen completo. Estas mutaciones dan como resultado varias
disfunciones enzimaticas que van desde una pérdida completa de la actividad
enzimatica, una alteracion en la union de un sustrato o cofactor a la enzima, una
formacion bloqueada de una isozima funcional (delecion, mutacion sin sentido,

alteraciones de la union de empalme) o una enzima inestable.
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E57Q R227X,R227Q
L55Q, L55P | agop G123K 23R F223S | p2o8T, 228V
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Mutaciones con sentido errbneo Mutaciones sin sentido

Fig. 4. Diferentes tipos de mutaciones identificadas en el gen SRD5A2
relacionadas con la deficiencia de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2. Las
mutaciones examinadas durante este proyecto se encuentran resaltadas en color
naranja.

Se han descrito tres grandes grupos de pacientes con deficiencia de 5a-esteroide
reductasa tipo 2 en todo el mundo, la familia de Republica Dominicana, los grupos
turcos y la tribu Sambia en Nueva Guinea. El primer defecto genético identificado
de 5a-esteroide reductasa tipo 2 se llevd a cabo en pseudohermafroditas machos
de las tribus de Nueva Guinea (Boudon? et al., 1995). Mdltiples estudios mediante
analisis de Southern Blot a estos individuos han demostrado una delecion de mas
de 20 kb en el gen SRD5A2 (Andersson et al., 1991). En las tribus dominicanas, se
encontré una mutacioén sin sentido en el exén 5 del gen, el cual sustituye timina por
citosina y da como resultado la sustitucion del aminoacido no polar triptéfano por el
aminodacido basico arginina en la posicion 246 (R246W) de la isoenzima (Thigpen &

Russell, 1992; Cai et al., 1996). Como resultado de esta mutacion se reduce la
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unidn al cofactor, se altera el pH Optimo y existe una pérdida considerable de la
actividad enzimatica. Los estudios genéticos moleculares en tribus turcas revelan
una unica delecion béasica en el exdn 5 del gen, por lo consiguiente, un cambio en
la posicion del aminoacido 251 con la adicion de 23 aminoacidos en la region del
carboxilo terminal de esta enzima (Wilson et al., 1993; Zhu et al., 1998; Vilchis et

al., 2010).

Tabla 3. Caracteristicas tipicas de deficiencia de la 5a-esteroide reductasa tipo 2
en sujetos 46,XY.

Individuos con fenotipo femenino a
Fenotipo varones con microfalo, hipospadias
a genitales masculinos normales
con azoospermia.
Testiculos, epididimo, vesiculas
seminales, conductos
Tracto urogenital eyaculadores que desembocan en
vagina 0 que persisten como
conductos de Gartner en la pared
lateral de la vagina.
No se encuentran derivados
Muillerianos.
Niveles masculinos normales vy
tasas de produccibn de T vy
estrégenos.
Caracteristicas enddcrinas Niveles de DHT vy tasas de
produccion bajos.
Hormona luteinizante y niveles de
hormona estimulante del foliculo

elevados (en algunos casos).
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1.5 Control génico de los andrégenos

Los andrégenos, T y DHT, son considerados los principales esteroides sexuales en
individuos XY y son los responsables del desarrollo fenotipico masculino durante la
embriogénesis y la maduracion sexual en la pubertad (Hiipakka & Liao, 1998). La
sintesis de andrdogenos es regulada a través del eje hipotalamo-hipdfisis-génada,
en donde la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), sintetizada por
el hipotalamo, estimula la secrecion de LH en la adenohipdfisis, la cual

posteriormente, estimula a las células de Leydig para inducir la sintesis de T.

Una vez liberada la T, pasa a circulacion sanguinea en donde ademas de amplificar
su actividad y su concentracién puede ser encontrada en su forma libre o bien
unida a proteinas acarreadoras como albumina o a la globulina transportadora de
hormonas sexuales (SHBG). En la célula, la T se disocia de la SHBG y puede ser o
no 5a-reducida a DHT. Ambos esteroides pueden unirse especificamente a la

proteina nuclear, el receptor de andrégenos (AR) (Fang et al., 1969).

El gen del AR esta localizado en el cromosoma X y abarca 75-90 kb del DNA
gendmico. Su regién codificante presenta un marco de lectura abierto de
aproximadamente 2757 pares de bases que comprende 8 exones (Gobinet et al.,
2002). Este gen codifica para un receptor nuclear con un peso molecular de 110-
114 kDa y corresponde a 919 residuos de aminoacidos (Quarmby et al., 1990;
Jenster et al., 1991). El AR es un miembro de la superfamilia de receptores

nucleares dependientes del ligando (Lu et al.,, 2006). La proteina conformada
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estructuralmente por cuatro dominios funcionales: 1) un dominio NH,-terminal
(NTD) codificado por el exon 1 que comprende mas de la mitad de la proteina,
encargado de la activacion transcripcional y considerada la region mas variable
entre los receptores nucleares tanto en longitud como en secuencia; 2) un dominio
central de union al DNA (DBD), el cual reconoce secuencias especificas de DNA y
determina la especificidad de la interaccion DNA-receptor. El DBD esta conformado
por ocho residuos de cisteina, los cuales estan involucrados en la formacion de dos
complejos denominados dedos de zinc, cada uno compuesto por cuatro cisteinas
unidas a un i6n de Zn**; 3) una regién bisagra encargada de unir a los dominios
DBD y LBD, regular la unién al DNA, controlar la transferencia de AR del
citoplasma hasta su sitio de accion en el nucleo (translocacion nuclear) y la
transactivacion del AR; 4) un dominio de unién al ligando C-terminal, encargado de
la union al esteroide, dimerizacion y activaciéon de la transcripcion. Este dominio
regula la interaccién entre el AR y las proteinas de choque térmico (HSP) e
interactda con el dominio NTD del receptor para estabilizar la unién especifica y de
alta afinidad del androgeno ademas de ser considerado como el sitio de unién para
proteinas inhibidoras. Diversos factores como el de crecimiento transformante 3
(TGFPB), el factor de crecimiento parecido a insulina tipo 1 (IGF-1) y la interleucina 6
(IL6) participan aumentando la actividad del AR a través de la fosforilacion del
mismo receptor o de sus correguladores como CoA mediando de esta manera su

estabilidad (Davey & Grossmann, 2016) (Fig. 5).
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Cromosoma X gl1-12

cDNA

1 2 3 4 5 6 7 8
Exones (bp) 1613 152 117 288 145 131 158 155

Proteina receptora

Dominio Dominio de
de unién unioén al

NH. al DNA esteroide COOH

Dominio de regulacién ST Region
de la transcripcion bisagra LBD
Zn2+ Zn2+

Fig. 5. Descripcion estructural del gen AR o NR3C4 de humano. El locus del gen
AR se encuentra en el brazo largo (q) del cromosoma X. La estructura de la
proteina de izg. a der. consta de un amino terminal, un dominio de regulacion de la
transcripcion codificado por los exones 1 y 2, un dominio de union al DNA
codificado por el exén 3 con propiedades basicas que confieren la estabilidad de la
interaccion del receptor de DNA por contacto con el fosfato del mismo ademas de
mediar la dimerizacion del receptor, la regién bisagra codificada por el extremo 5’
del exén 4 y el dominio de union al esteroide codificado por el extremo 3’ del exén 4
y los exones 5-8.

En el citoplasma, los dimeros del AR se encuentran inactivos debido a que estan
unidos a proteinas llamadas chaperonas, como las HSP90, HSP70, HSP56,
HSP23, entre otras. Estas chaperonas impiden que se lleve a cabo la actividad
transcripcional e inducen una conformacion de alta afinidad para el esteroide T o

DHT (Pratt et al., 2004; Rojas-Duran et al., 2011).
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Cuando T o DHT se unen al AR este sufre un cambio conformacional, las
chaperonas se disocian, el AR es fosforilado y translocado al nucleo. Una vez en el
nacleo, el AR se une a secuencias especificas del DNA conocidas como elementos

de respuesta a androgenos (ARE) para llevar a cabo la transcripcion (Fig. 6).

Testosterona
Dihidrotestosterona
Proteina chaperona

Proteinas de choque térmico

Receptor de andrégeno

Cofactores
RNA pol 11

U %'Oll

Fig. 6. Eventos moleculares que describen el mecanismo por el cual actian los
andrégenos y ejercen su efecto fisioldgico.
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El proceso de transcripcion se puede dividir en las siguientes etapas: 1) ensamblaje

del complejo de pre-iniciacion en el promotor central; 2) inicio de la transcripcion; 3)

reconocimiento del promotor; 4) elongacion y terminacion (Tabla 4.) (Lee & Chang,

2003). De manera simultanea se lleva a cabo la traduccién del mRNA que concluye

con la sintesis de la proteina funcional, la cual ejerce el efecto androgénico en el

organismo (Quigley et al., 1995).

Tabla 4. Factores generales de transcripcion en célula de humano.

TFIID
TBP
TAFs

THA

TIIB

TFIIF

RNA Pol Il

TFIE

TFIIH

CAK

Subunidades Core

Reconocimiento de secuencias TATA alrededor de -30 pb en
el promotor.
Regula actividad de TBP

Interactla con TBP, disocia reguladores negativos y estabiliza
la union TBP-DNA.

Recluta complejo TFIIB-RNA Pol Il en el promotor central y
acttia como sitio de inicio de RNA Pol II.

Se asocia con la RNA Pol Il y previene la RNA Pol Il de
interacciones no especificas con el DNA, lo que resulta en
una interaccion especifica de la RNA Pol Il en el promotor.

Funciones cataliticas en la sintesis de RNA y recluta TFIIE.

Recluta TFIIH y modula su actividad helicasa, ATPasa y
cinasa.
Completa el ensamblaje de preiniciacién en el promotor.

Fosforila el sitio CTD de RPB1 en RNA Pol Il para la etapa de
elongacion.

Desenrolla la hélice del DNA mediante la helicasa y su
actividad ATPasa.

35




Impacto mutacional del locus SRD5A2 sobre las propiedades cataliticas de la enzima en pacientes con Desorden del Desarrollo Sexual 46, XY

1.6 Des6rdenes del Desarrollo Sexual

El correcto desarrollo sexual implica la activacion secuencial de una serie de
eventos en los que intervienen diversos factores de transcripcion, moléculas de
sefalizacion y hormonas. Cuando ocurre una alteracion o cambio dentro de esta
cascada de sefalizacion se tienen como consecuencia, en algunos casos, lo que

se conoce como desdrdenes del desarrollo sexual o DSD.

Los DSD estan definidos como una condicion congénita en la que el desarrollo
cromosomico, gonadal o anatémico es atipico (Barbaro et al., 2011; Kim & Kim,
2012; Barseghyan et al., 2018). Estadisticamente esta condicion afecta a 1 de cada
1000 individuos y puede ser identificada en diferentes etapas del desarrollo
humano. En la mayoria de los casos se reconoce a los pacientes al momento del
nacimiento debido a la observacion de genitales ambiguos, disgenesia gonadal y
genitales internos que no se relacionan con el sexo cromosémico, aunque no se
descarta la posibilidad de que la condicion sea detectada tiempo después debido a
que los individuos presentan virilizacién postnatal, tumores gonadales, infertilidad y

retraso o ausencia de la pubertad (Ostrer, 2014; Witchel, 2018).

Actualmente, los DSD son clasificados en 3 diferentescategorias (Tabla 5.): DSD

cromosémicos, DSD 46,XY y DSD 46,XX (Hughes, 2008; Ostrer, 2014).
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Tabla 5. Clasificacion de los diferentes DSD’s (Hughes, 2008).

A: Sindrome de

Klinefelter (47,XXY)

B: Sindrome de
Turner (45,X)

C: Mosaicismo/
disgenesia
gonadal mixta
(45,X/46,XY)

D: Quimerismo
(46,XX/46,XY)

A: Desérdenes del desarrollo

gonadal (Testicular)

1. Disgenesia gonadal
completa o parcial

2. DSD ovotesticular

3. Regresion gonadal

B: Desérdenes en la sintesis o
accién de andrégenos

1. Desorden en la sintesis de
andrégenos

Mutaciones del
receptor LH/ HCG
Mutaciones
esteroidogénicas de
la proteina
reguladora aguda
Sindrome Smith-
Lemli-Opitz
Mutaciones de
escision de la cadena
lateral de colesterol
(CYP11A1)
Mutaciones en la 3[3-
hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo
2 (HSD3B2)
Mutaciones en la
17a-hidroxilasa /17,
20 liasa (CYP17A1)
Mutaciones en la
P450 oxidoreductasa
(POR).

Mutaciones en la
17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo
3 (HSD17B3)
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A: Desoérdenes del desarrollo
gonadal (Ovarico)

1. Disgenesia gonadal
2. DSD ovotesticular
3. DSD testicular

B: Exceso en la produccion
de andrégenos

1. Fetal

Mutaciones en la
3B-
hidroxiesteroide
deshidrogenasa
tipo 2 (HSD3B2)
Mutaciones en 21-
hidroxilasa
(CYP21A2)
Mutaciones en la
P450
oxidoreductasa
(POR)
Mutaciones en
11B-hidroxilasa
(CYP11B1)
Mutaciones en el
receptor de
glucocorticoides

2. Fetoplacental

Deficiencia de la
aromatasa
(CYP19)
Deficiencia de la
oxido-reductasa
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= Mutaciones en la (POR)
b5a-reductasa tipo 2
(SRD5A2) 3. Maternal
2. Desorden en la accion de = Tumores
andrégenos. virilizantes
maternos
= Sindrome de = Drogas
insensibilidad a los androgénicas
andrégenos.
= Drogasy
moduladores
ambientales
C: Otras
C: Otras
1. Asociaciones sindromicas
del desarrollo genital 1. Asociaciones
masculino sindrémicas
2. Sindrome del conducto 2. Agenesia Mulleriana/
mulleriano persistente hipoplasia
3. Hipospadias aisladas 3. Anormalidades
4. Hipogonadismo uterinas.
hipogonadotrépico 4. Atresis vaginal
congénito

5. Criptorquidia
6. Influencias
medioambientales

Dentro de los DSD 46,XY existen 2 condiciones con alta incidencia mutacional
como la deficiencia de 5a-reductasa tipo 2 y el Sindrome de Insensibilidad a los
Androgenos (SIA). La deficiencia de la 5a-reductasa se considera un desorden
autosémico recesivo del desarrollo sexual masculino que se caracteriza por
hipospadias perineoescrotal pseudovaginal y que se debe a diferentes mutaciones
en su mayoria de tipo “missense” en el gen SRD5A2 que codifica para la 5a-

esteroide reductasa tipo 2 (Mendonca et al., 2017). En recién nacidos existe una
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mayor dificultad para diagnosticar debido a que los niveles de T y DHT pueden
presentarse en algunos casos normales, por lo que comunmente se diagnostica
con mayor facilidad en la infancia o al momento de inicio de la pubertad. Los
varones afectados suelen tener anatomia externa femenina al nacer y al mismo
tiempo presentan testiculos bilaterales y tractos urogenitales masculinos normales
en los cuales los conductos eyaculatorios finalizan en una vagina con terminacion
ciega. Este desorden explica algunos casos de varones con hipospadias aisladas o

microfalos (Canto et al., 1997; Vilchis et al., 2000; Rusell & Wilson, 2014).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las alteraciones bioquimicas generadas por mutaciones en el gen SRD5A2 han
sido escasamente estudiadas, asimismo la identificacion de dominios o sitios
activos para la 5a-esteroide reductasa tipo 2 son desconocidos. Los pocos estudios
sobre los dominios de la enzima provienen del analisis mutacional del gen. Lo
antes mencionado sugiere ampliar los ensayos de mutagénesis y estructurales de
la isoenzima con el objetivo de identificar aminoacidos funcionales en los sitios

activos de la 5a-esteroide reductasa tipo 2.
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3. HIPOTESIS

Mutaciones puntuales en la 5a-esteroide reductasa tipo 2 pueden alterar las
constantes cinéticas Kmn Y Vimax.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de diferentes mutaciones puntuales sobre las propiedades

cinéticas de la 5a-esteroide reductasa tipo 2.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar ensayos de transfeccién para cada mutante en células HEK293, con la

finalidad de determinar la K, y Vimax cOmparada con la tipo silvestre.

Utilizar programas bioinformaticos para predecir la patogenicidad de cada mutante

estudiada en la 5a-esteroide reductasa tipo 2.
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5. METODOLOGIA

5.1 Preparacioén de células para transfeccion

En esta investigacion se utiliz6 como modelo de estudio la linea celular HEK293
(células embrionarias de rifion humano). Las células se descongelaron, se
colocaron en un tubo Falcon de 15 mL y se adicion6 1 mL de medio completo
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), el cual incluye Suero Fetal Bovino (SFT)
al 10% y como antibiéticos, Penicilina-Estreptomicina al 1%. A continuacién se
centrifugd el tubo Falcon a 1000 xg durante 10 min, se decanto el sobrenadante y
se resuspendié el precipitado celular adicionando 2 mL de medio DMEM completo.
Lo anterior fue decantado a una botella de cultivo celular con cuello inclinado de 25
cm? especialmente tratada para cultivo de tejidos y se llevé a un volumen total de 5
mL con el mismo medio. El frasco se observé al microscopio (objetivo 40X) para
corroborar la presencia y viabilidad. Las células secultivaron a 37°C y 5% de CO,

hasta que se obtuvo una confluencia del 80-90%.

Posteriormente se observaron al microscopio para confirmar la adherencia de las
células a la pared del frasco de cultivo celular y se prosigui6é a subcultivarlas. Para
ello se retir6 el medio por un costado del frasco, se realiz6 un lavado afiadiendo
cuidadosamente 5 mL de solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS) que
después se retir0 suavemente. Se agregd 1 mL de tripsina para despegar a las
células (este proceso se realizO en maximo 1 min para no poner en riesgo la
viabilidad de las células) e inmediatamente se colocan 5 mL de medio DMEM

completo para llevar a cabo la inactivacion de la tripsina.
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Las células se colocaron en un frasco de cultivo celular de mayor tamafio (75 cm?)
y este se llevé a un volumen final de 12 mL de igual manera con medio DMEM
completo y nuevamente fueron incubadas a 37°C y 5% de CO, hasta volver a

lograr una confluencia de 80%.

Para preparar las células para transfeccion, primero se les retir6 el medio, se
lavaron con 5 mL de PBS, se retir0 y se agregaron 2 mL de tripsina debido a que
hay mayor cantidad de células adheridas, esta ultima se inactivd con 6 mL de
medio DMEM-SFT sin antibioticos. Posteriormente, se realizé la cuantificacion de
las células en una camara de Neubauer con el objetivo de tener un promedio de
600,000 células en cada pozo de la caja de cultivo celular que se utilizé. Las cajas
que se utilizaron en este experimento son de 6 pozos cada una y son de
poliestireno, estériles y no pirogénicas. Una vez colocado el volumen adecuado de
células en los pozos, se adicion6 medio DMEM-SFT hasta llegar a un volumen final

de 2 mL en cada uno y se incubaron por 24 h.

Medio completo modificado Caissonlabs Smithfield, Utah, USA
por Dulbecco (DMEM)
Suero fetal Bovino (SF) Thermo Scientific Logan, Utah, USA
Penicilina- Estreptomicina Gibco® by life technologies ~ Gran Island, New York, USA
corporation
Solucién amortiguadora de Sigma-Aldrich® Co. St. Louis, Missouri, USA
fosfato salino (PBS)
Tripsina Gibco® by life technologies ~ Gran Island, New York, USA
corporation
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5.2 Transfeccion células-plasmido.

En un tubo eppendorf de 0.6 mL se realiz6 una mezcla en donde se adicionaron
100 pL de medio DMEM sin SFT ni antibiéticos, 6 pL de reactivo FUGENE®HD
Transfection Reagent (Promega, Madison, WI, USA) de acuerdo a las instrucciones
del proveedor y 2 pL de cDNA (2 pg/uL) (Tabla 6). Se homogeniz6 e incubd a
temperatura ambiente (TA) durante 15 min, posteriormente se adicionaron 108 pL
de la mezcla FUGENE-DNA a cada pozo. Se homogenizé teniendo cuidado para
evitar desprendimiento de las células y se incub6 a 37°C y 5% CO, durante 24 h
adicionales. Para llevar a cabo este experimento se utilizé el vector de clonacién
pCMV6-XL4 (Fig. 7.), que contiene el cDNA para la SRD5A2 humana y que fue

previamente transfectado en células HEK293.

\

f1 ori

Promotor cmv
Amp

Sac |
Promotor T7
= M13 reverse
pCMV6-XL4 SCM -
4707 pb Sma |
Sefal
PolyA
ColE1 ori
SV40 ori
\

Fig. 7. Representaciéon esquematica del vector de clonacion utilizado para el
proceso de transfeccion. Se observan los sitios importantes para su correcto
funcionamiento. SCM = sitio de clonacién mdltiple.
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Tabla 6. Para la transfeccion célula-plasmido se utilizO cDNA de las variantes
génicas de SRD5A2 descritas a continuacion.

. . Sin plasmido
Exén 1 265C L89 (WT)
Exoén 1 c.40A>C p.S14R
Exoén 2 c.354C>A p.F118L
Exon 2 c.433C>T p.R145L
Exoén 4 €.635C>G p.P212R
FUGENE® HD Transfection Roche® Basilea, Suiza
Reagent
Vector de ch(nLaAt:ién pCMV6- OriGene Technologies, Inc. Rockville, Maryland, USA

5.3 Actividad de la 5a-esteroide reductasatipo 2

Veinticuatro horas previas a realizar el experimento, en 6 tubos de vidrio de 12 x 75
mm, se afadieron concentraciones de 0.25, 0.5, 1, 2,4y 8 uM de T y un volumen
de T-[’H] [actividad especifica (ae) 95.5 Ci/mmol] equivalente a 400,000
desintegraciones por minuto (dpm) a cada tubo respectivamente, por triplicado y se

dejaron a TA durante 24 h para evaporar el etanol en el que estan contenidos.

A las células transfectadas y con extremo cuidado se les retird el medio, se agrego
1 mL de PBS, se retird la solucion amortiguadora y las células obtenidas se
colocaron en tubos Falcon de 15 mL. Se agregd nuevamente 1 mL de PBS para
asegurarnos que se obtuvo la mayor cantidad de células y posteriormente se

centrifugaron a 1000 xg durante 10 min. Se retir6 el sobrenadante y el precipitado
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celular se resuspendié afiadiendo 1 mL PBS manteniendo los tubos en hielo
durante el procedimiento. Se llevé a cabo la lisis celular utilizando un sonicador
(Ultrasonic Processor) a 37% de amplitud durante un periodo de 5 segundos y por
triplicado a cada tubo. Posteriormente en los tubos conicos que contenian Ty T-
[*H], adicionalmente se les agregaron 100 pL de amortiguador Tris-citrato a pH=5.5
(TC), 90 uL del lisado celular y 0.5 yM de NADPH utilizado como cofactor. La
mezcla anterior se homogeneizé por vortex durante 3 s 'y se incubo6 a 37°C en bafio

maria y con agitacion por 15 min.

Testosterona STERALOIDS INC. Wilton, Connecticut, USA
T-[*H] Perkin Elmer® Boston Massachusetts, USA
Solucién amortiguadora de Sigma-Aldrich® Co. St. Louis, Missouri, USA
fosfato salino (PBS)
Amortiguador Tris-Citrato AMRESCO® Solon, Ohio, USA
NADPH Sigma-Aldrich® Co. St. Louis, Missouri, USA

5.4 Extraccion del esteroide

Finalizada la incubacion, a cada tubo se le adicion6 1 mL de acetato de etilo
saturado, se mezclo por vortex durante 1 min y una vez concluidos todos los tubos
se procedi6 a centrifugarlos a 1000 xg durante 5 min a TA. Concluida la
centrifugacion, se obtuvo la fase organica de cada uno y se colocaron en tubos
conicos (realizando procedimiento por triplicado). Posteriormente se evaporaron los
tubos conicos con N3 y finalmente el esteroide se resuspendio adicionando 500 mL
de metanol. En diferentes viales se adicionaron 5 mL de liquido de centelleo y 10
pL del esteroide contenido en los tubos conicos. Los viales se homogeneizaron por

vortex durante 10 s para después ser colocados en un contador de liquido de
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centelleo 1900 TR PACKARD. Una vez obtenidos los resultados, se realizaron los
calculos para obtener el volumen correspondiente de esteroide a 100,000 dpm. En
diferentes tubos cénicos de vidrio se adicionaron 50 pL de solucién que contenia la
mezcla de acarreadores (mezcla que contiene los siguientes androgenos: 3a y 33-
androstandiol, T, A*-androstendiona, DHT y 5a-androstandiona) y de igual forma el
volumen de esteroide calculado anteriormente para después dejar evaporando los

tubos durante 24 h a TA.

3a y 3B-androstandiol

A*-androstendiona STERALOIDS INC. Wilton, Connecticut, USA
5a-androstandiona
Liquido de centelleo MP Biomedicals®LLC Solon, Ohio

5.5 Cromatografia en capa fina

Concluida la evaporacion se agregaron 6 gotas de solucion 1:1 (viv) de
cloroformo:etanol a cada tubo. Las muestras se aplicaron en los lugares
correspondientes de una cromatoplaca de silica gel 60 dividida en 9 columnas de
18 mm, utilizada como fase estacionaria, para después procederla a introducir en el
sistema de elucién A conteniendo como fase mavil 196 mL de cloroformo y 5 mL de
metanol, el tiempo necesario para que la cromatoplaca se encuentre totalmente
cubierta. Concluido este tiempo se prosiguié a introducir la cromatoplaca en el
sistema de elucién B conteniendo 180 mL de cloroformo y 20 mL de éter anhidro

(ambos sistemas se encontraban saturados previamente a su utilizacion).
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Posteriormente se confirmo la presencia de DHT revelando la cromatoplaca con
una solucion que contenia 50 mL de acido acético, 1 mL de &cido sulfurico y 0.5 mL
de paranisaldehido (preparada en el momento en el cual se va a utilizar) y
posteriormente aplicando calor a la misma utilizando una patrrilla de calentamiento.
En el cromatofolio se observaron los esteroides mediante coloraciones vy
corrimientos diferentes que correspondieron a cada androgeno colocado
previamente. Se recortaron los diferentes fragmentos que se obtuvieron y cada
fragmento fue colocado en un vial de manera independiente y perfectamente
etiquetado. A cada vial se le adicion6 1 mL de etanol, se mezcl6é por vortex y se
agregaron 5 mL de liquido de centelleo, nuevamente se mezclé y una vez
concluidos todos los viales, se cuantificaron en el contador de liquido de centelleo.
Los resultados obtenidos (dpm totales) fueron tratados para conocer la cantidad

exacta de T-[*H] que fue transformada a DHT-[*H].

Cromatoplaca de silica gel Merck KGaA Darmstadt, Alemania
60

5.6 Cuantificacién de proteinas

Se prepararon 50 mL de etanol al 95%. Se pesaron 50 mg de azul de Coomassie y
se disolvieron en un vaso de precipitado de 250 mL con 25 mL de etanol
previamente preparado. La disolucion se colocé en un matraz aforado de 500 mL,
se adicionaron 50 mL de acido fosférico y se llevé al aforo con ddH,O. Para
determinar la curva estandar en 5 tubos de vidrio de 25 X 150 mm, se

adicionaron100 pL de solucién estandar de albumina sérica bovina (BSA) a

49




Impacto mutacional del locus SRD5A2 sobre las propiedades cataliticas de la enzima en pacientes con Desorden del Desarrollo Sexual 46, XY

diferentes concentraciones (0, 25, 50, 75 y 100 pg/ mL respectivamente) por
triplicado. Posteriormente, a 18 tubos diferentes de 25 X 150 mm, se agregaron
100 pyL de muestra de proteinas totales igualmente por triplicado. Una vez
concluido, se agregaron 5 mL de solucion azul de Coomassie previamente
preparada a todos los tubos y aplicar vortex durante 10 s. Para finalizar se procedi6
a cuantificar espectrofotométricamente las muestras tanto de la curva estandar
como de las muestras problema y los resultados fueron tratados para su posterior

analisis.

Azul de Coomasie
Solucién estandar de Sigma-Aldrich® Co. St. Louis, Missouri, USA
albamina sérica bovina
(BSA)
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6. RESULTADOS

La determinacion del efecto de diferentes mutaciones puntuales sobre la 5a-
esteroide reductasa tipo 2 se inicidé con los ensayos de transfeccion del cDNA tipo
silvestre [wild type (WT); L89)] y de diferentes mutantes (p.S14R, p.F118L y
p.R145L). Como control negativo en este experimento se utiliz6 la mutante
p.P212R, ya que se ha demostrado que la posicion 212 abate notablemente la
actividad de la enzima; asimismo, como un control interno fueron utilizadas células
sin plasmido o sin transfectar (S/P) con la finalidad de cuantificar la actividad de la

enzimay para los cuales se cultivé la linea celular HEK293 (Fig. 8).

Fig. 8. Imagen representativa del medio de cultivo celular HEK293 utilizado para
transfectar el vector de clonacion pCMV6-XL4-WT y pCMV6-XL4-mutado. Objetivo
utilizado 40X; microscopio ZEISS, Germany.
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Previamente, se han encontrado pacientes cuyo desarrollo anatémico sexual
concuerda con las diversas caracteristicas fisicas que manifiestan los DSD por lo
gue se tomaron muestras de sangre periférica de los mismos. Posteriormente se
extrajo el gDNA de los leucocitos utilizando la técnica sacarosa-triton, se realizaron
ensayos de PCR en donde se amplificaron las regiones codificantes del gen y por
medio de la técnica SSCP se observd que existen diversas alteraciones debido a
que en los geles se observaban patrones de migracion diferentes a los de los
grupos control, revelando asi 3 alteraciones genéticas distintas (p.S14R, p.F118Ly
p.R145L). Posteriormente, mediante un analisis de secuenciacion se confirmaron
las secuencias mutantes de SRD5A2 y se realizO mutagénesis utilizando el kit

QuickChange Lightning Site-Directed (Datos no presentados).

Para establecer las constantes cinéticas Ky Y Vmax, a@si como caracterizar la
actividad de la 5a-esteroide reductasa tipo 2, se llevo a cabo la extraccion y
separacion de los esteroides formados a partir de la linea celular HEK293 mediante
una cromatografia en capa fina en la cual, después de eluir la cromatoplaca tanto
en la fase A como en la fase B, fue revelada con la solucion de acido sulfurico
previamente mencionada y a la cual se le aplicé calor hasta que se observaron los
diferentes esteroides formados mediante diversas coloraciones y corrimientos los

cuales corresponden a cada androgeno colocado previamente (Fig. 9).
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Fig. 9. Cromatografia en capa fina de la extraccion de esteroides. Prueba
cualitativa en donde cada esteroide esta representado por una posicién especifica
de movilidad en la cromatoplaca. Se presenta una cromatoplaca representativa de
3 réplicas bioldgicas (n=3), los numeros inferiores en la imagen representan las
concentraciones crecientes de T (1=0.25, 2=0.5, 3=1.0, 4=2.0, 5=4.0, 6=8.0 uM).
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Estudios previos (Vilchis et al., 2010) han reportado que la mayor actividad de T se
presenta a una concentracion de 4 uM por lo que en el presente experimento se
elaboraron diversas gréficas de androgeno formado (pmol) por miligramo de
proteina (mg P) por hora (h) con respecto a cada esteroide obtenido con la finalidad

de comprobar que la actividad se llevara a cabo de manera correcta (Figs. 10-13).
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Fig.10. Actividad in vitro de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2. Se cultivo la linea
celular HEK293 transfectada con el cDNA WT (L89) utilizado como control positivo. Se
obtuvieron los extractos correspondientes para determinar los andrégenos que se
indican a una concentracion 4 uM de T. Nota: (3a,3B: 3a,3B-androstandiol, T:
testosterona, DHT: dihidrotestosterona, A°A: A*-androstendiona y 5aA: 5a-
androstandiona) (n=3).
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Fig.11. Actividad in vitro de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2. Se cultivo la linea
celular HEK293 transfectada con el cDNA mutado p.S14R. Se obtuvieron los extractos
correspondientes para determinar los andrégenos que se indican a una concentracion
4 pM de T. Nota: (3a,3B8: 3a,3B-androstandiol, T: testosterona, DHT:
dihidrotestosterona, A*A: A*-androstendiona y 5aA: 5a-androstandiona) (n=3).
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Fig.12. Actividad in vitro de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2. Se cultivo la linea
celular HEK293 transfectada con el cDNA mutado p.R145L. Se obtuvieron los
extractos correspondientes para determinar los andr6genos que se indican a una
concentracion 4 uM de T. Nota: (3a,3B: 3a,3B-androstandiol, T: testosterona, DHT:
dihidrotestosterona, A*A: A*-androstendiona y 5aA: 5a-androstandiona) (n=3).
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Fig.13. Actividad in vitro de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2. Se cultivo la linea
celular HEK293 transfectada con el cDNA mutado p.F118L. Se obtuvieron los
extractos correspondientes para determinar los androgenos que se indican a una
concentracion 4 uM de T. Nota: (3a,3B: 3a,3B-androstandiol, T: testosterona, DHT:
dihidrotestosterona, A*A: A*-androstendiona y 5aA: 5a-androstandiona) (n=3).

Las constantes cinéticas K, Yy Vmax de una enzima son de gran importancia debido
a que nos proporcionan una idea de la afinidad que tiene una enzima por un
determinado sustrato y el maximo de la velocidad con la que esta se une al
sustrato. En este proyecto la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2 de tipo WT nos
permiti6 comparar y reconocer las consecuencias bioquimicas de las mutaciones
sin sentido (p.S14R, p.F118L y p.R145L) previamente descritas en pacientes
diagnosticados clinicamente con deficiencia de 5a-reductasa tipo 2. Las
propiedades cinéticas de las mutantes asi como de las enzimas utilizadas como
controles positivos (L89) y negativos (p.P212R) se obtuvieron a partir de la gréfica

en la Fig. 14 y con ayuda del programa GraphPad Prism mediante el método de

regresion no lineal.
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Fig. 14. Actividad de la 5a-esteroide reductasa tipo 2 expresada en células HEK293
a concentraciones crecientes (0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 y 8.0 uM) de T marcada
radiactivamente. Las curvas de saturacion de las 3 variantes génicas asi como de
la WT se determinaron midiendo la conversion cuantitativa de T a DHT (n=3).

En estudios en los que se lleva a cabo la obtencién de estas constantes es de gran
importancia ademas, conocer la eficiencia con la que el sustrato se convierte en
producto en determinado tiempo, a esto se le conoce como constante catalitica o
namero de recambio (Kca), €l cual de igual manera se obtuvo como resultado al
hacer la relaciéon de los valores de Vpmax Obtenidos entre las constantes de afinidad
correspondientes al control positivo y a cada mutante analizada (Tabla 7.) Con los
resultados obtenidos es dificil establecer cuantitativamente la actividad de la
enzima, por tanto, se debe ser muy cauteloso en mencionar los parametros

cinéticos.
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Tabla 7. Propiedades cinéticas de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2.

L89 0.73 7963 4597.58
p.S14R 7.03 308.2 43.86
SRD5A2 p.F118L 10.16 5489 540.26
p.R145L 8.69 1218 140.19
p.P212R ND ND ND

*(ND) No determinado

De las variantes analizadas durante este estudio encontradas en el gen que
codifica para la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2, se predijo la patogenicidad
de cada una mediante 3 diversos programas bioinformaticos. Estos programas se
basan en informacion documentada de la variante que se analiza, se cotejan en
diferentes bases de datos especificas e identifican los cambios que ya se
encuentran documentados. Tal como se observa en la Tabla 8., el programa SIFT

(https://sift.bii.a-star.edu) clasificolas 3 variantes como perjudiciales. De las

variantes analizadas por el Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu), las 3

mutaciones fueron consideras como probablemente dafinas, mientras que

analizadas por el programa Provean (http://provean.jcvi.org/index.php), p.S14R se

considera como neutral y 2 de ellas (p.F118L y p.R145L) como perjudiciales.

Tabla 8. Clasificacion de la patogenicidad de las diferentes mutantes descritas a lo
largo de este estudio encontradas en el gen SRD5A2.

Exén 1 p.S14R c.40A>C Probablemente Neutral Perjudicial
dafina

SRD5A2 Exon 2 p.F118L c.354C>A Probablemente Perjudicial Perjudicial
dafina

Exon 2 p.R145L c.433C>T Probablemente Perjudicial Perjudicial
dafnina
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7. DISCUSION

La actividad catalizada por la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2 es de suma
importancia debido a la enorme contribucién que ejerce la conversién de T a DHT
antes del nacimiento y para efectuar el correcto desarrollo de los genitales externos
(uretra, falo, escroto y glandula prostética) por accion de DHT en individuos XY. Se
ha sugerido que la actividad de la enzima SRD5A2 podria estar involucrada en
varias alteraciones enddcrinas tales como la hipertrofia prostatica benigna,
hirsutismo femenino, en la alopecia en su mayoria en individuos masculinos y
posiblemente tenga una gran implicacién en el cancer de prostata cuando existen
niveles elevados de DTH como consecuencia del aumento en la actividad de la 5a-
esteroide reductasa tipo 2 (Giwercman et al., 2005). Para ello, se han desarrollado
diversos tratamientos con finasterida, farmaco que actia como inhibidor de la
enzima 5a-reductasa tipo 2 evidenciando una disminucién significativa en la tasa de
aparicion de céncer de prostata lo cual sugiere que este inhibidor previene o

retrasa la aparicion de la enfermedad (Makridakis et al., 2004).

En diversos estudios se ha demostrado que la falta de funcion o ausencia de la
enzima resulta en la disminucion de los niveles de concentracion adecuada de DHT
lo que conlleva a un cuadro clinico denominado deficiencia de 5a-esteroide
reductasa tipo 2, clasificada como un DSD 46,XY. Esta alteracion se considera un
desorden genético autosomico recesivo y se debe a diversas mutaciones
especificas en el gen SRD5A2. La anomalia congénita esta caracterizada por una

diferenciacion incompleta de los genitales en individuos con genotipo 46,XY y
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clinicamente presentan estructuras reproductivas masculinas internas pero con

estructuras femeninas externas.

En la actualidad, se han descrito mas de 100 mutaciones diferentes del gen
SRD5A2 a lo largo de los 5 exones que lo componen, estas se basan
principalmente en sustituciones de un Unico nucleétido o de sentido erréneo,
mutaciones sin sentido y deleciones. La variabilidad en la expresion fenotipica
depende del tipo de mutacién y su efecto sobre la actividad enzimatica, asi mismo
diversos estudios han descrito que aproximadamente el 60% de los casos descritos
son considerados homocigotos mientras que el otro porcentaje restante es
identificado como heterocigotos y heterocigotos compuestos (Andersson et al,
1991; Wilson et al, 1993; Boudon® et al, 1995; Vilchis et al., 2008; Maimoun et al,
2010). No obstante, para la amplia cantidad de mutaciones descritas a la fecha, los
estudios de cinética enzimatica han sido descritos en menos del 15% de los

trabajos reportados.

En este proyecto se realizaron los estudios de cinética enzimética para la 5a-
esteroide reductasa tipo 2 a partir de mutaciones descritas en nuestro laboratorio.
Los primeros resultados obtenidos comprueban que la actividad de la 5a-esteroide
reductasa tipo 2 en cada mutante (p.S14R, p.F118L y p.R145L) se encontraba
disminuida. Para las 3 mutaciones génicas, se observd que la concentracion de T
en la célula fue mayor que la concentracion de DHT en comparaciéon con la enzima

WT (L89).
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Estos resultados obtenidos evidencian una probable alteracion relacionada con la
manifestacion clinica y concuerdan con lo informado en diversos articulos (Wigley
et al., 1994; Makridakis et al., 2004; Nicoletti et al., 2005; Maimoun et al., 2010), los
cuales mencionan que en presencia de diversas mutaciones, la actividad de la
enzima disminuye en comparacion con la WT, aunque es necesario resaltar que no
todas las alteraciones génicas en SRD5A2 que expresan deficiencia de la enzima
5a-esteroide reductasa tipo 2 tienen como consecuencia bioquimica la disminucion
de la expresion de la enzima. Se ha demostrado que mutaciones en una sola base
como p.A49T, p.1161L o p.G183S, aumentan significativamente la actividad de la
5a-esteroide reductasa tipo 2 en comparacion con la alteracion de tipo silvestre
(Vilchis et al., 2008), lo que de igual manera puede desencadenar diversas

manifestaciones clinicas.

Las actividades enzimaticas de las diferentes variantes (p.S14R, p.F118L vy
p.R145L) asi como de los utilizados como grupo control (L89 y p.P212R) ya sea en
estado homocigoto o heterocigoto, se evaluaron realizando los diferentes ensayos
de transfeccion y los estudios de 5a-esteroide reductasa tipo 2 con lo cual se

obtuvieron los resultados descritos en la Fig. 14.

A lo largo de esta investigacion se empledé como grupo control a la variante
polimdrfica L89 ubicada en la region codificante del exdn 1 de SRD5A2. Se ha
demostrado que L89 se considera como un polimorfismo silencioso debido a que
se tiene evidencia de que no altera el desarrollo fenotipico en humanos y se

encuentra en alta frecuencia en la poblacién (Vilchis et al., 2008). Todas las
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variantes analizadas durante este proyecto se secuenciaron previamente para

corroborar las secuencias mutantes en SRD5A2 (datos no presentados).

Como control negativo durante este trabajo se utilizd la mutante p.P212R. En la
actualidad se ha descrito esta variante solo en pacientes con un origen étnico
mexicano-mestizo, lo que indica la prevalencia de esta alteracion por este grupo
étnico en particular. En la mutante p.P212R se modifica un aminoacido que se
encuentra altamente conservado en diferentes especies animales (bovino, cerdo,
perro, rata y raton), lo que siguiere que el residuo de prolina ubicada en la posicion
212 de la proteina es esencial para la adecuada actividad enzimatica. En la
investigacion de Vilchis et al. realizada en el afio 2008, se confirmé mediante
experimentos de mutagénesis, que la enzima mutante (212R) comparada con la
enzima WT (P212) presentaba una reduccion de la actividad enzimatica en
aproximadamente el 60% de los pacientes analizados. Al respecto de la mutante
212, existe evidencia de que casi todas las variantes génicas localizadas entre los
codones 197 y 230 dentro del exdn 4 tienen como consecuencia la completa
inactivacion de la enzima (Wilson et al., 1993; Vilchis et al., 2008). Aunado a esto,
los residuos 206-226 codifican una region de 21 aminoacidos que constituyen 1 de
los 4 dominios transmembranales de la enzima, por tanto, la recurrencia de una
mutacion en este sitio demuestra la importancia del cuarto dominio transmembranal
como region clave para el correcto funcionamiento de la enzima 5a-esteroide

reductasa tipo 2.
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Las tres diferentes alteraciones examinadas durante este proyecto se
caracterizaron mediante andlisis funcionales in vitro. La mutante p.F118L consiste
en una transversion de C por A en el nucledtido 354 lo que conduce a un cambio
de fenilalanina por leucina. Este cambio origina la pérdida del grupo aromatico de la
fenilalanina y que se presente ahora la cadena no polar de leucina, siendo una
pérdida importante que pueda estar implicada en la unién del complejo enzima-
sustrato. La variante p.F118L presenta una pérdida parcial de la actividad (Vmax
5489 pmol/mg P/h) de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2 (30 por ciento
menos de actividad) en comparacion con la de la enzima WT (Vmax 7963 pmol/mg
P/h). Nuestros datos son consistentes con los informados previamente por
Makridakis et al. en el afio 2004 ya que demostraron que la modificacion en la
actividad (Vmax) de la 5a-esteroide reductasa tipo 2 mutada en el nucle6tido 118
resulta en alteraciones comparadas con la WT. Asimismo, evidenciaron que
cambios en la actividad inducen cambios en el valor de K, ya sea para T, para el
cofactor NADPH o para ambas. Como se conoce, entre mayor sea el valor de K,
menor es la afinidad que presentard la enzima por el sustrato o el cofactor. La
variante p.F118L presenta un valor de K, incrementado al igual que en los datos
informados por Makridakis et al. y un valor 88% menor de K, en comparacion con
la de la WT. Los estudios in silico fueron conclusivos en cuanto a esta alteracion y
se catalogo a la variante p.F118L como perjudicial o probablemente dafiina, por
tanto la mutacion afecta gravemente la funcion de la proteina, lo que facilita una
variante que cause la enfermedad. Estos resultados podrian sugerir que la variante
p.F118L tiene alterada la configuracion estructural de la 5a-esteroide reductasa tipo

2, imposibilitando asi que exista la union con el sustrato T y poniendo en evidencia
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que el aminoacido 118 fenilalanina, es de suma importancia para la unién del

sustrato.

La segunda variante analizada p.R145L consiste en una transicion en el nucleotido
433 de C por T y en el cambio del residuo de arginina (un aminoacido polar con
carga positiva conferida por el grupo guanidino de su cadena lateral) por leucina
(aminoacido de cadena ramificada y polar sin carga). Los resultados del analisis
funcional in vitro para p.R145L evidenciaron la pérdida casi total (Vmax 1218
pmol/mg P/h) de la actividad de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2 (85 por
ciento menos de actividad) en comparacion con la de tipo silvestre (Vmax 7963
pmol/mg P/h). El valor de K, de la mutante se incrementd respecto al valor de la
WT, por consiguiente la afinidad por el sustrato T estuvo reducido. De igual
manera, se demostré una disminucion considerable en el valor de K¢ con una
pérdida de aproximadamente el 97%. El andlisis in silico realizado por los tres
programas bioinformaticos determind que esta mutacién afectaba completamente
la funcion de la proteina y por lo que se propone que se considere como un factor
de origen de la enfermedad. En consecuencia, la expresién fenotipica anormal que
presentan individuos con esta alteracion puede ser conferida a que p.R145L
inactiva la actividad enzimatica de 5a-reduccion. En diversos estudios se ha
demostrado que esta variacion se encuentra expresada en individuos de diferente
poblacion alrededor del mundo. Se han encontrado individuos afectados en
poblaciones de Nueva Guinea, Italia, Estados Unidos y Brasil, asi como una

sustitucion (p.R145L) en una poblacion al sur de China que de igual manera se

64




Impacto mutacional del locus SRD5A2 sobre las propiedades cataliticas de la enzima en pacientes con Desorden del Desarrollo Sexual 46, XY

caracteriza por presentar hipospadias, por lo que se presume, p.R145L no tiene

preferencia étnica.

La tercera y ultima mutacién analizada durante esta investigacion en el gen
SRD5A2, p.S14R, se basa de igual manera en una transversion que involucra la
sustitucion de A por C, lo que repercute en el cambio de serina (aminoacido polar
sin carga) por arginina. El analisis in vitro de esta variante di6 como resultado un
decremento sumamente importante en la reduccién de la actividad de la enzima5a-
esteroide reductasa tipo 2 (Vmax 308.2 pmol/mg P/h), ya que mostré una pérdida del
96 por ciento de la actividad enzimatica con respecto a la enzima WT (Vpyax 7963
pmol/mg P/h). Resultado que, al igual que en la variante p.R145L, es dificil
establecer cuantitativamente la actividad de la enzima, por lo que se debe ser muy
cauteloso en mencionar los parametros cinéticos, sin embargo, es evidente la
pérdida completa de la actividad enzimatica. Del mismo modo que las dos variantes
anteriores y en comparacion con las mismas, p.S14R presentd el menor valor Ky
con un una disminucion en la eficiencia del 99.05% y un valor de K, incrementado
con respecto a la WT. Los resultados obtenidos destacan que existe una menor
afinidad de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2 por T, razon por la que se
propone que la enzima presenta alteraciones a nivel estructural evitando asi su

unioén con el sustrato para formar DHT.

En el afio 2010, Maimoun et al. comprobaron e informaron 3 datos importantes
sobre la variante p.S14R mediante la alineacién de la secuencia del gen SRD5A2.

En primer lugar, concluyeron que el aminoacido S14 se encuentra altamente
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conservado en diferentes especies lo que concuerda con nuestros resultados y
sugiere la gran importancia de este residuo para la actividad de tipo 2 de la 5a-
esteroide reductasa. En segundo lugar, concluyeron que en algunos de los casos,
la mutacion p.S14R se puede llegar a asociar con el polimorfismo p.V89L
(estudiado principalmente en el cancer de prostata), lo que le confiere a la enzima
diferentes consecuencias funcionales y en tercer lugar, que la alteraciéon p.S14R,
en ocasiones se puede llegar a confundir con el sindrome parcial de insensibilidad
a andrégenos (PAIS) ya que revela un cuadro clinico muy similar a diferencia de
que una vez realizado el diagnostico molecular, se descarta PAIS cuando se
corrobora una secuencia del gen AR normal. El estudio in silico realizado (a
excepcion de Provean, el cual valora a la alteracion como neutra), concuerda con
los resultados obtenidos, demostrando asi que dos de los programas utilizados

predicen que la mutacidén p.S14R es perjudicial para la enzima SRD5A2.

Se ha descrito que existe una gran variedad de manifestaciones fenotipicas en
individuos al nacer con deficiencia de la enzima 5a-esteroide reductasa tipo 2, no
en todos los casos es semejante y varia dependiendo del sitio de la alteracion
manifestando desde clitoromegalia al momento del nacimiento o se pueden llegar a
presentar fenotipos mas virilizados con hipospadias perineoescrotal o testiculos

criptorquidicos.

Los estudios in silico realizados mediante programas bioinformaticos predicen la
patogenicidad producida por los diferentes cambios que existen dentro de un gen.

Esto ayuda a entender y priorizar las variantes que van apareciendo a lo largo del
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tiempo y a la caracterizacion de las que tienen mayores implicaciones para el ser
humano. De esta manera, se puede, proveer mayor evidencia que contribuya al
area clinica y asi llegar a resultados mas prontos y precisos para quienes padezcan

estas alteraciones.
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8. CONCLUSIONES

Las mutaciones p.F118L, p.R145L y p.S14R se definieron previamente mediante
secuenciacion a lo largo del gen SRD5A2. Las mutaciones p.R145L y p.S14R
producen la pérdida total de la actividad de la enzima, mientras que la mutacion
p.F118L presenta una pérdida parcial, manifestando desérdenes en el desarrollo

sexual debido a la deficiencia de la actividad de la 5a-esteroide reductasa tipo 2.

Los resultados obtenidos en las actividades enzimaticas de la 5a-esteroide
reductasa tipo 2 de las variantes p.F118L, p.R145L y p.S14R, sugieren que es
indispensable la correcta actividad catalitica de la enzima para la adecuada
conversion del sustrato T en DHT e influir en el correcto desarrollo de los genitales

tanto internos como externos en la embriogénesis y durante la pubertad.

Los estudios en este proyecto dejan en claro la importancia biolégica de la 5a-
esteroide reductasa tipo 2 en la diferenciacion sexual. Asimismo, se demuestra el
papel fundamental que tiene la estructura génica y consecuentemente obtener una
actividad enzimatica O6ptima. Sin embargo, aun se desconoce la estructura

tridimensional de la proteina.
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9. PERSPECTIVA

Los estudios posteriores estaran basados en el modelaje molecular para predecir la
estructura tridimensional de la enzima silvestre y las mutantes reportadas en este
estudio usando programas bioinformaticos como Robetta

(http://robetta.bakerlab.org) y PyMol (http://www.pymol.org/).
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