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Resumen 

En etapas tempranas del desarrollo embrionario tanto la testosterona (T) como la 

5α-dihidrotestosterona (DHT) inducen la diferenciación de los genitales externos 

masculinos. En la vía metabólica clásica, la conversión de T a DHT es mediada 

principalmente por la isoenzima 5α-esteroide reductasa tipo 2 (SRD5A2). Alteraciones 

génicas en el metabolismo y/o acción de DHT pueden resultar en Desordenes del 

Desarrollo Sexual (DSD), incluyendo virilización incompleta en sujetos 46,XY (DSD 

46,XY); no obstante, en ocasiones el diagnóstico no puede ser confirmado a través de 

este mecanismo, lo cual ha sugerido la existencia una ruta metabólica alterna 

(“backdoor pathway”), que podría explicar algunos casos de ambigüedad genital. En 

este estudio se realizó el análisis molecular de AKR1C2 y HSD17B6 en 30 pacientes 

con DSD 46,XY-hipospadias y 50 sujetos control. Los productos génicos de AKR1C2 y 

HSD17B6, codifican dos enzimas con actividad 3α/β-HSD/HSE y capacidad para formar 

DHT a partir de precursores esteroides C19 y C21, diferentes a T (i.e. 3α/3β-

androstandiol). Las secuencias codantes completas de ambos genes, incluyendo 

regiones intrónicas adyacentes, fueron amplificadas a partir de DNA genómico usando 

iniciadores específicos. Los ensayos de tamizaje molecular se llevaron a cabo mediante 

PCR-SSCP marcado con [α32P]-dCTP y secuenciación automatizada de DNA. Los 

resultados mostraron  alteraciones en los exones 4, 9 y 11 de AKR1C2 mientras que el 

tamizaje molecular del gen HSD17B6 mostró secuencias normales. El análisis de 

secuenciación indicó que las alteraciones detectadas en AKR1C2 son mutaciones 

silenciosas [i.e. H222H (20%)] y/o posibles variantes polimórficas [A52A, 26200a>g, 
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(10%)] sin expresión fenotípica. Aunque el número de casos aquí presentados es 

limitado, los datos permiten concluir que las mutaciones inactivantes en AKR1C2 y 

HSD17B6 parecen no ser una causa frecuente de hipospadias, lo cual no descarta la 

posibilidad que otros genes AKR/HSD estén involucrados en la patogénesis de este 

defecto congénito.  
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Introducción 

Determinación y diferenciación sexual 

Durante la embriogénesis, la determinación del sexo consiste en tres etapas 

consecutivas: cromosómica, gonadal y fenotípica (Jost, 1970). La diferenciación sexual 

cromosómica inicia en el momento de la fertilización. En mamíferos, la determinación 

del sexo depende del complemento cromosómico, XX en hembras y XY en machos 

(Koopman et al., 1991). La determinación sexual masculina principalmente se realiza 

bajo la influencia del gen SRY, un factor de transcripción localizado en el brazo corto 

del cromosoma Y. En etapas tempranas del desarrollo embrionario, el gen SRY 

estimula la diferenciación de los testículos a partir de la gónada indiferenciada (Fig. 1) 

(Imperato-McGinley y Zhu, 2002). 

En la diferenciación sexual, las gónadas aparecen inicialmente como un par de 

elongaciones longitudinales que se harán más prominentes. A partir de la proliferación 

del epitelio superficial y la condensación del mesénquima subyacente se dará origen a 

los pliegues o crestas genitales. A la sexta semana, aparecen las células germinales y 

las células de Sertoli. Las células de Sertoli se adhieren a las células germinales para 

formar los cordones seminíferos. Esta es la primera fase de la diferenciación testicular 

(Voutilainen, 1992; Huhtaniemi, 1994). 

Después de la diferenciación de las células de Sertoli, las gónadas XY se dividen 

en dos compartimentos necesarios para la función normal de los testículos, la cual 

incluye la formación de los gametos a través de los cordones del testículo y las células 
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somáticas (Ungewitte y Yao, 2013). La formación de los cordones testiculares se da en 

tres pasos: 1) las células del epitelio célomico migran dentro del testículo, 2) la 

vascularización llega al mesonero, se adentra en la gónada y junto con los cordones 

darán forma a la gónada y finalmente, 3) los cordones se unen en la capa de la 

membrana basal, creando un ambiente específico para la producción espermática 

(Ungewitte y Yao, 2013). 

En la octava semana de gestación se realiza la regresión de los conductos 

Müllerianos mediante la acción de la hormona anti-Mülleriana (AMH), una glicoproteína 

secretada por las células de Sertoli (Wilson, 1978; Donahoe et al., 1987; Josso et al., 

1991; Lee y Donahoe, 1993; Baarends et al., 1994; Lane y Donahue, 1998; Allard et al., 

2000). Al término de la semana 9, el mesénquima que dio origen a los conductos 

seminíferos cubre a las células intersticiales provocando su diferenciación en células de 

Leydig (Thigpen et al., 1993; Wilson et al., 1993). 

En varones, la diferenciación de los genitales internos y externos es regulada 

mediante andrógenos. La testosterona (T), el principal andrógeno secretado por los 

testículos del feto y del adulto, actúa directamente en la formación de estructuras 

reproductivas (Siiteri y Wilson, 1974; Wilson, 1978; Lee y Donahoe, 1993); mientras que 

la 5α-dihidrotestosterona (DHT), andrógeno con mayor potencia biológica, es 

importante para la masculinización de los genitales externos durante la vida fetal y para 

la maduración sexual masculina durante la pubertad (Fig. 1) (Matsumoto y Bremner, 

2011). 



- 6 - 

 

Entre la semana 11 y 18 de gestación, se incrementa la biosíntesis de T, la cual 

estimula la formación de los conductos Wolffianos (vasos deferentes, epidídimo y 

vesícula seminal) (Thigpen et al., 1992; Sultan et al., 2001; Hrabovsky y Huston, 2002). 

Mientras que el desarrollo de la próstata y de los genitales externos (escroto, pene y 

uretra peneana) dependen de la DHT (Fig. 1) (Thigpen et al., 1993; Wilson et al., 1993; 

Boehmer et al., 1999; Committee on Genetics, Section on Endocrinology and Section on 

Urology, 2000; Sultan et al., 2001). 

 

Fig. 1. Representación esquemática de la diferenciación sexual masculina durante la etapa 
embrionaria y fetal en donde se describe la síntesis de la hormona anti-Mülleriana (AMH) y los 
andrógenos, testosterona (T) y 5α- dihidro-testosterona (DHT) (Tomado y modificado de Fukami 
et al., 2013).  

 

I 

GÓNADA        
INDIFERENCIADA                                                         

EMBRIONARIA 

 



- 7 - 

 

Mecanismos de acción de andrógenos 

La T es sintetizada en las células de Leydig bajo el control de la hormona 

luteinizante (LH). La T es secretada al torrente sanguíneo y entra a las células blanco 

mediante un mecanismo de difusión pasiva. En el interior de la célula, la T puede ser 

5α-reducida a DHT. Tanto la T como la DHT se unen al receptor de andrógenos (RA), 

(Thigpen et al., 1992; McPhaul et al., 1993; Wilson et al., 1993; Geissler et al., 1994; 

McPhaul y Griffin, 1999; Imperato-McGinley, 2002; Adamovic et al., 2013). El RA 

pertenece a la superfamilia de receptores nucleares que se caracteriza por presentar un 

dominio de unión a DNA muy conservado (DBD). La estructura canónica del RA 

consiste en un dominio amino terminal (NTD), un dominio carboxilo-terminal de unión al 

ligando (LBD), una región bisagra no conservada que separa al DBD y LBD. El NTD 

tiene como función la activación de la transcripción independiente de ligando tipo 1 (AF-

1), mientras que el DBD y LBD presentan la función de activación de la transcripción 

dependiente del ligando tipo 2 (AF-2) (Robinson-Rechavi et al., 2003). El RA se 

encuentra en el citoplasma en forma inactiva y está asociado a complejos de proteínas 

de choque térmico (Aranda y Pascual, 2001). Después de la unión al ligando, el 

receptor se disocia de las proteínas de choque térmico para ser activado (Schaufele et 

al., 2005). La unión al ligando produce homodímeros que se translocan al núcleo, los 

receptores dimerizados a través de las estructuras denominadas dedos de zinc se unen 

a secuencias de DNA conocidos como elementos de respuesta a andrógenos. Los 

receptores dimerizados interactúan con la maquinaria de transcripción y proteínas 

correguladoras para controlar la expresión de genes andrógeno-dependientes (Wright 
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et al., 1979; Aranda y Pascual, 2001; Gobinet et al., 2002; Heinlein y Chang, 2002; 

Schaufele et al., 2005; Haelens et al., 2007; Galani et al., 2008). 

Síntesis de andrógenos 

La síntesis de esteroides o esteroidogénesis tiene como precursor esencial el 

colesterol que es transportado a la membrana mitocondrial interna a través de la acción 

de la proteína StAR, en donde es biotransformado a pregnenolona en un proceso de 

tres reacciones consecutivas realizadas por el citocromo P450scc (Fig. 2). A partir de 

pregnenolona, la síntesis de andrógenos puede seguir diferentes rutas denominadas Δ4 

y Δ5 (Flück et al., 2003). 

En la ruta Δ4 la pregnenolona es hidroxilada a progesterona mediante la enzima 

3β-HSD2. La progesterona es hidroxilada en la posición 17 por la 17α-hidroxilasa 

(CYP17) para formar 17OH progesterona, mientras que la 17,20 liasa sintetiza la 

formación de androstendiona. Como consecuencia el esteroide de 19 carbonos puede 

ser el substrato para la 17β-HSD3 y sintetizar T. La formación de DHT a través de la 5α-

reductasa 2 requiere de T como intermediario final para su síntesis (Wilson et al., 1993; 

Auchus et al., 1998; Flück et al., 2003; Fukami et al., 2013). 

En la vía Δ5 la pregnenolona es biotransformada en 17OH-pregnenolona (17OH-

Preg) para formar dehidroepiandrosterona (DHEA) por el citocromo P450c17. La DHEA 

puede ser convertida a androstendiol y androstendiona por la 17β-hidroxiesteroide 

dehidrogenasa tipo 3 (17β-HSD3) y la 3β-HSD2 (HSD3B2), respectivamente. Ambos 

esteroides pueden ser substratos para la síntesis de T mediante la 3β-HSD2 y 17β-
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HSD3, respectivamente (Geissler et al., 1994; Flück et al., 2003; Fukami et al., 2013). 

En ambas rutas metabólicas, la etapa final en la síntesis de andrógenos es la reducción 

en el carbono 5 de la T para formar DHT mediante la 5α-reductasa 2 (Wilson et al., 

1993). 

Síntesis alterna de andrógenos 

La existencia de una vía alterna para la síntesis de DHT fue demostrada por 

primera vez en el marsupial Macropus eugenii (Shaw et al., 2000; Wilson et al., 2003). 

El uso de esta especie presenta ventajas para el estudio del desarrollo sexual 

masculino debido a su característico proceso corto de desarrollo en el útero materno y 

crecimiento dentro del marsupio (Butler et al., 1999; Wilson et al., 2002; Biason-Lauber, 

2013). Durante la embriogénesis, el proceso de masculinización del tracto urogenital en 

Macropus eugenii es principalmente dependiente de la acción de la DHT (Wilson et al., 

1999; Shaw et al., 2000; Leihy et al., 2001; Wilson et al., 2003). 

Estudios en esta especie se demostró que el testículo embrionario puede 

sintetizar androstendiol como precursor de DHT por una vía alterna (Fig. 2). La vía 

alterna de DHT comienza a partir de la biosíntesis de 17OH-pregnenolona a 17OH-

progesterona, 17OH-dihidroprogesterona (17OH-DHP), 17OH-alopregnanolona, 

androsterona y androstandiol, mediante 3β-HSD1/2, 5α-Reductasa 1, 3α-HSD1/3, 

P450c17/POR y 3α-HSD2/17β-HSD3, respectivamente. La conversión de androstandiol 

a DHT ocurre mediante la función oxidativa de 3α-HSD (HSD17B6), mientras la 

reacción inversa utiliza la 3α-HSD reductiva (AKR1C2) (Wilson et al., 2003; Auchus, 

2004; Biason-Lauber, 2013). 
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Los desórdenes génicos en la biosíntesis de esteroides pueden contribuir al 

desarrollo de diversas alteraciones como hiperplasia prostática benigna, acné, cáncer 

de próstata, hirsutismo, alopecia androgénica y desordenes del desarrollo sexual 46,XY 

(Hardoy et al., 2006; Sundaram et al., 2008; Vilchis et al., 2008; Lanišnik, 2009; Vilchis 

et al., 2010; Miller y Auchus, 2011; van der Sluis et al., 2012; Baptissart et al., 2013; 

Chávez et al., 2014). 
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Fig. 2. Vía clásica y alterna para la síntesis de 
andrógenos.

Δ⁵
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Fig. 2. Ruta metabólica clásica y alterna (Backdoor) para la biosíntesis de andrógenos 
(Tomado y modificado de Flück et al., 2011; Fukami et al., 2013). 
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AKR1C2 

La enzima 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3 (3α-HSD3) es una enzima 

dependiente de NADP(H) que presenta la habilidad de una aldo-ceto reductasa y de 

biosintetizar DHT sin utilizar T como precursor, en su lugar utiliza 5α-androstano-3α, 

17β-diol (androstandiol) (Wilson et al., 2003; Auchus, 2004; Steiner et al., 2008; Biason-

Lauber, 2013). El gen que codifica para la 3α-HSD3 es denominado AKR1C2 su peso 

molecular es de 36735 Da y tiene una posición cromosomica 10p15-p14; consta de 9 

exones y 8 intrones (Khanna et al., 1995; Penning, 1997). Estructuralmente está 

compuesto por un sitio de unión al cofactor, un sitio de unión al esteroide y un dominio 

C-terminal. El marco de lectura abierto para la AKR1C2 consiste de 969 pb que 

codifican para una proteína de 323 aa. Se ha reportado que la enzima se expresa 

preferencialmente en testículo fetal y en menor proporción en el adulto; mientras que en 

adultos su expresión aumenta en la glándula suprarrenal (Penning et al., 2000; Couture 

et al., 2005; Flück et al., 2011). 

Análisis moleculares en pacientes de dos familias con DSD 46,XY asociados a 

genitales externos ambiguos, mostraron alteraciones en el gen AKR1C2 el cual actúa 

en la vía alterna para la biosíntesis de DHT (Flück et al., 2011). Esto podría indicar la 

posible participación de la vía alterna para la síntesis de DHT y su importancia 

fisiológica en la diferenciación sexual masculina.  
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HSD17B6 

La enzima 17β-HSD6 también conocida como RoDH pertenece a la familia de las 

hidroxiesteroide deshidrogenasas y presenta la habilidad de catalizar la epimerización 

de los 3α-hidroxiesteroides (Huang y Luu-The, 2000). Esta enzima utiliza como 

sustratos androsterona y androstandiol para sintetizar androstandiona y DHT, 

respectivamente. La actividad catalítica esencial es la oxidación de 3α-diol a DHT 

(Dufort et al., 2001). 

La actividad biológica de esta enzima ha sido asociada al metabolismo de 

andrógenos y síntesis de neuroesteroides. El gen que codifica para la 17β-HSD6 es 

denominado HSD17B6, consta de un peso molecular de 35966 Da y se encuentra 

localizado en el cromosoma 12q13.3. Comprende 5 exones y 4 intrones de los cuales el 

exón 1 no es codificante. El codón de inicio de la traducción ATG se localiza 19 pb 

después del inicio del exón 2 (Huang y Luu, 2001). El cDNA que codifica para la 17β-

HSD6 consta de 951 pb que codifican para una proteína de 317 aa. Estructuralmente, la 

enzima presenta 3 sitios funcionales: un sitio de activación, un sitio de unión a NADP y 

un sitio de unión al esteroide. La expresión del mRNA de la RoDH se ha localizado 

primordialmente en hígado y en menor expresión en bazo, testículo y próstata (Biswas y 

Russell, 1997; Penning et al., 2000). 
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Desordenes del Desarrollo Sexual 46,XY 

Los desórdenes del desarrollo sexual (DSD) son un grupo de malformaciones 

congénitas en donde el sexo cromosómico, gonadal o fenotípico es atípico (Hughes et 

al., 2006). Los DSD pueden ser clasificados en 3 categorías: DSD cromosómico (i.e. 

45,X Turner, 47,XXY Klinefelter, 45X/46XY disgenesia gonadal mixta y DSD 

cromosómico ovotestícular 46XX/46XY tipo quimera o mosaico), DSD 46,XX (i.e. 

desordenes en el desarrollo ovarico o exceso de andrógenos fetales) y DSD 46,XY (i.e. 

desordenes en el desarrollo testicular o desordenes en la síntesis y/o acción de 

andrógenos) (Tabla 1) (Hughes y Deeb, 2006; Lee et al., 2006; Gönül, 2011). 

Los DSD resultan de mutaciones en alguno de los genes involucrados en la 

determinación o diferenciación sexual. Algunas de estas mutaciones están bien 

identificadas, sin embrago, los mecanismos adicionales aún no se han descrito en más 

del 50% de los casos de DSD (Hughes et al., 2006). Aunado a la expresión adecuada 

de los genes implicados en la diferenciación sexual, también es importante el tiempo 

adecuado de su expresión durante la embriogénesis (Krishnan y Wisniewski, 2015). 

El DSD cromosómico está asociado a anormalidades numéricas de los 

cromosomas sexuales que intervienen en el desarrollo gonadal y por lo tanto resultan 

en gónadas anormales (Dreger et al., 2005; Lee et al., 2006; Siklar et al., 2007; Houk y 

Lee, 2008; Oliveira et al., 2009; Khandelwal et al., 2010; Balkan et al., 2010; Wijchers et 

al., 2010; Aaronson, 2011; Barthold, 2011; Nishi et al., 2011). 
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Tabla 1. Clasificación de los Desórdenes del Desarrollo Sexual (Modificado de 
Gönül, 2011). 

 

Cromosomas Sexuales  
DSD DSD 46,XY DSD 46,XX 

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

A: Desordenes del 
Desarrollo Gonadal 
(Testículo) 
 
1. Disgenesia gonadal 
completa (Síndrome Swyer) 
2. Disgenesia gonadal 
parcial 
3. Regresión gonadal 
4. DSD ovotestícular 

A: Desordenes del Desarrollo 
Gonadal (Ovario). 
 
1. DSD ovotestícular 
2. DSD testicular (SRY+, dup 
SOX9) 
3. Disgenesia gonadal 

B: Desordenes en la síntesis 
o acción de andrógenos 
 
1. Defectos en la biosíntesis 
de andrógenos (SRD5A2, 
HSD17B3) 
2. Defectos en la acción del 
RA 
 (CAIS y PAIS) 
 

B: Exceso de andrógenos. 

1. Fetales (deficiencia de 21-
hidroxilasa y 11-hidroxilasa) 
2. Fetoplacentarios (deficiencia 
de aromatasa, POR) 
3. Maternos (Luteoma, 
exógenos, etc.) 
 

C: Otros. 
 
Hipospadias severas 
Síndrome de persistencia de 
los conductos Müllerianos 
Otros síndromes. 

C: Otros 
 
Atresia vaginal,  
MURCS 
Otros síndromes 

 

Los DSD 46,XX presentan alteraciones en los genitales a causa de desórdenes 

en el desarrollo de ovario o exceso de andrógenos en la etapa fetal (Damian y Paulo, 

2007). Algunas de las causas son la expresión positiva del gen SRY, defectos en genes 

como WNT4, RSPO1 y duplicaciones del gen SOX9 (Vainio et al., 1999; Parma et al., 

2006; Gönül, 2011). 
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El DSD 46,XY puede ser causado por alteraciones en el metabolismo y acción de 

andrógenos como son baja producción de T, deficiencia de la 5α-reductasa 2 o la 

incapacidad de la respuesta a andrógenos (Síndrome de Insensibilidad a Andrógenos o 

AIS)  (Vilchis et al., 2003; Damian y Paulo, 2007; Chávez et al., 2014). Estos 

desordenes pueden ser explicados debido a alteraciones en la expresión de genes 

involucrados en la cascada de determinación y diferenciación testicular (Vilchis et al., 

2008; Vilchis et al., 2010; Gönül, 2011). Las malformaciones congénitas de este 

desorden se caracterizan por la presencia de un fenotipo completamente femenino, 

criptorquidia es decir problemas en el descenso de uno o los dos testículos, crecimiento 

de las glándulas mamarias (ginecomastia) o hipospadias, una anomalía en la que la 

abertura de la uretra no está colocada correctamente en la punta del falo  (Wilson et al., 

1980; Vilchis et al., 2003; Vilchis et al., 2008; Choi et al., 2008; Allen, 2009; Cheon, 

2010; Vilchis et al., 2010; Mendonca et al., 2010; Chávez et al., 2014; Bouty et al., 2015; 

Fawzy et al., 2015). 

El diagnóstico para DSD 46,XY incluye mediciones hormonales, estudios de 

imagen, citogenética y en raras ocasiones estudios moleculares. La evaluación genética 

incluye cariotipo, FISH y recientemente estudios moleculares específicos que revelan la 

presencia de mutaciones en genes como NR3C4, SRY, NR5A1, WT1, SOX9, DAX-1, 

HSD17B3 y SRD5A2 involucrados en la diferenciación sexual (Vilchis et al., 2008; 

Vilchis et al., 2010; Gönül, 2011; Chávez et al., 2014).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fawzy%20F%5Bauth%5D
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Justificación 

 

Resultados recientes han mostrado que la vía alterna para la síntesis de 

andrógenos podría ser importante en la diferenciación sexual masculina (Flück et al., 

2011), esto indica una posible participación de la vía alterna en la formación de DHT. 

Por lo tanto, en este estudio se realizarán ensayos moleculares para caracterizar 

mutaciones en el gen AKR1C2 y HSD17B6 en pacientes de origen mexicano con DSD 

46,XY asociado a hipospadias. 
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Hipótesis 

 

Si la vía alterna es una de las principales fuentes de esteroides C19-5α-

reducidos durante la embriogénesis, las deficiencias en la actividad enzimática de la 3α-

HSD (oxidativa y reductiva) podrían ser una causa de DSD 46,XY debido a la 

incapacidad de formar 3α-diol o convertir 3α-diol a DHT. En consecuencia, estos 

individuos tendrían un cuadro clínico similar al de los sujetos con Síndrome de 

Insensibilidad a los Andrógenos Parcial. 
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Objetivo 

Identificar y determinar mutaciones en los genes AKR1C2 y HSD17B6 en 

individuos con DSD 46,XY. 
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Material y método 

Sujetos 

Se realizó el tamizaje molecular en los genes AKR1C2 y HSD17B6 en 30 

pacientes con Desorden del Desarrollo Sexual 46,XY asociado a hipospadias y 50 

sujetos control. 

Extracción de DNA genómico 

Se tomaron 10 mL de sangre periférica de pacientes y controles. La muestra se 

colocó en tubos cónicos de 50 mL con 200 µL de EDTA 0.5 M pH 8.0 y se mezcló por 

inversión. Los tubos fueron colocados sobre hielo y se llevaron a 35 mL con solución 

fría de sacarosa tritón 2X (Sacarosa 0.64 M, Tris-Base 0.02 M, MgCl2 0.01 M, Tritón 

100X al 2% pH 7.6). Se llevó la mezcla a 50 mL con agua estéril, desionizada y 

destilada (ddH2O) y se mezcló por inversión. Las muestras se dejaron sobre hielo 

durante 10 min (mezclando varias veces por inversión). Para obtener el precipitado 

celular se centrifugó a 1000 xg por 15 min a 4°C. Se decantó el sobrenadante y el 

precipitado fue resuspendido en: 3 mL de solución de lisis nuclear (Tris-Base 10 mM, 

NaCl 400 mM, Na2EDTA 2 mM pH 8.2), con 108 µL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 

20% y 100 µL de proteinasa K (20 mg/mL), se mezcló y se colocó a 50°C durante un 

mínimo de 2 h. Se transfirió el contenido a tubos cónicos estériles de 15 mL y se agregó 

1 mL de NaCl saturado, agitando vigorosamente durante 15 seg, las muestras se 

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

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

absoluto frio y se mezcló por inversión hasta que el DNA se precipitó. Se extrajo el DNA 
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precipitado con una pipeta Pasteur sellada y se lavó el DNA con etanol al 70% durante 

30 seg. Se dejó secar el DNA adherido a la pipeta Pasteur por aproximadamente 30 

seg. Se agregaron 200 µL de Tris-EDTA (Tris 1.0 mM, EDTA 0.1 mM) a tubos para 

microcentrífuga de 500 µL, se introdujo la punta de la pipeta Pasteur que tenía adherido 

el DNA y se agitó hasta que se desprendió. Se dejó disolver el DNA a temperatura 

ambiente y se cuantificó espectrofotométricamente (DUR 650 BECKMAN). 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se realizó la amplificación de los 9 exones del gen AKR1C2 y los 4 exones del 

gen HSD17B6 mediante PCR. Las cantidades para la reacción fueron las siguientes: 10 

µL de ddH2O, 5 µL de solución amortiguadora 5X, 1 μL de dNTPs 20 µM, 1 μL del 

oligonucleótido 5´ 20 µM (específico para cada exón), 1 μL del oligonucleótido 3´ 20 µM 

(específico para cada exón), 0.2 µL de GoTaq (5 U/µL), 2.5 mM de MgCl2, 0.3 µL de 

dCTP[α-32P], 5% de DMSO y 1.5 μL de DNA de cada individuo. Las condiciones del 

PCR consistieron en una desnaturalización inicial con un ciclo a 94°C durante 3 min, 

después 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 58-65°C (temperatura dependiente de cada par 

de oligonucleótidos, Tabla 2 y 3) por 30 seg y a 72°C por 30 seg con una extensión final 

de 1 ciclo a 72°C por 3 min. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un termociclador 

Veriti 96 Well Thermal Cycler Applied Biosystems. 

Las reacciones de PCR se analizaron utilizando 5 µL de cada muestra y 3 µL de 

solución de carga para DNA (azul de bromofenol 0.25%, cianol xileno 0.25% y Ficol 400 

15%). Los amplicones fueron depositados en geles de agarosa al 1% teñido con 

bromuro de etidio y la electroforesis se llevó a cabo en una solución de corrida de TBE 
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0.5X (TBE 5X: 54 g de Tris base, 27.5 g de ácido bórico, 20 ml de 0.5 M EDTA pH 8) a 

90 volts. Finalizada la electroforesis las muestras fueron analizadas en un equipo 

Molecular ImagerR Chemi Doc TM XRS+ Imaging System with Image LabTM. 

Tabla 2. Oligonucleótidos específicos para cada exón del gen AKR1C2 y su 
temperatura de alineación. 

EXON SECUENCIA TEMPERATURA 
3 5' TGCCAGCTCATTGCTCTTAT 3' 62ºC 
  5' CTGGTCAGCTTCCACTTACTC 3' 62º C 
4 5' CTCTCAGGCACATTAGTCAGAAA 3' 62º C 
  5' CAAGCTCATCATAGGCACAGTA 3' 62º C 
5 5' ACACAACTTCGTTTCTCTAACC 3' 61º C 
  5' AGCTTAGTTCAAATCTCCATGA 3' 60º C 
7 5' TCATGGAGGATTAGTGTCCTTAAAT 3' 62º C 
  5' ACCTCATCTTTCTTATCCGTTCTC 3' 62º C 
8 5' GCTCTTCAGTCGACTACACAAAT 3' 63ºC 
  5' AGAAAGGAGAGGAGGCTGAG 3' 62ºC 
9 5' TTTCCATCTTGCTCGTCTGC 3' 63ºC 
  5' CAGGAAACAGCATGATCTGATTAAA 3' 62º C 

10 5' CCTCAGCCTTTCTGCCTTT 3' 62º C 
  5' AGGACACTGTGCAGGAGA 3' 62º C 

11 5' CCCAATTGGCAATGATGTAATCT 3' 62º C 
  5' CACTCTCAACACCCATCCTAC 3' 62ºC 

12 5' TAACGGAGTCATTGCCATTCA 3' 62º C 
  5'GCAGGAGAGATTTAACCAGAGG 3' 62º C 

 
Tabla 3. Oligonucleótidos específicos para cada exón del gen HSD17B6 y su 

temperatura de alineación. 
EXON SECUENCIA TEMPERATURA 

1A 5'TTTCTATTGAAAGAGAAGGAAGCAC3' 56°C 
 5' AGCCAGCACTCTCAAGC 3' 56°C 

1B 5' TTTATCACGGGCTGTGACTC 3' 56°C 
 5'CAGGAGACACCAAGGAACAA 3' 56°C 

2A 5' GCCTGAAACCAAACTCCTGATA3' 56°C 
 5' AGACACAGTAGCCTCCTACAA3' 56°C 

2B 5' CCTTGAGCATGCTTCCTTTG 3' 56°C 
 5' GCAACTAGCACAATGCCTAAG 3' 56°C 

3A 5' TTGAAATGGTGGTGGTCTTTAATC 3' 56°C 
 5' AAATACTGCTGTCCATAGGTCTC 3' 56°C 

3B 5' GCATAGTTGAACCTGGCTACT 3' 56°C 
 5' ACCCAGTCTCAGTTATTTCTTCAT 3' 56°C 

4A 5' AGATTGTTGACCACCATTTCTT 3' 60°C 
 5' TGTAGTCTGCCAGTGATGTAG 3' 60°C 

4B 5' GCATCCGCGAACTCGATATT 3' 60°C 
  5' GCCTGGGTTCTAAATCAGGATTAC 3' 60°C 
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Polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP)  

Una vez amplificados y analizados los exones de cada individuo se realizaron los 

ensayos mediante la técnica de SSCP. 

Se tomó 1 µL de la muestra obtenida en el PCR y 14 µL de solución de carga 

para SSCP (EDTA 20 mM, formamida 95%, azul bromofenol 0.05%). Posteriormente, 

los amplicones se desnaturalizaron a 94°C durante 5 min. Las muestras 

desnaturalizadas fueron analizadas en geles de poliacrilamida a una concentración de 

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

de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de PSA 10%, 24.5 µL de Temed], 5.4% sin 

glicerol [42.91 mL de ddH2O, 14.0 mL de TBE 5X, 12.6 mL de acrilamida/bisacrilamida 

(29:1), 0.49 mL de PSA 10%, 24.5 µL de Temed], 8% con glicerol [29.85 mL de ddH2O, 

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

0.49 mL de PSA 10%, 25 µL de Temed] y 8% sin glicerol [36.89 mL de ddH2O, 14.0 mL 

de TBE 5X, 18.66 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de PSA 10%, 25 µL 

Temed]. Se desgasificó durante 5 min y al finalizar se agregó el Temed. 

La electroforesis se dejó correr a 200-250 volts durante 16-18 h. Al finalizar la 

electroforesis, el gel se transfirió a papel Whatman 3MM y se dejo en el secador Slab 

Gel Dryer SGD4050 SAVANT durante 60 min a 70°C. Las muestras en el papel fueron 

colocadas en una pantalla Molecular Imager FXTM, Imaging screen-K, BioRad durante 3 

h y analizadas en un escáner PMI Personal Molecular Imager BIO-RAD, programa 

QuantityOne 4.6. 
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Purificación de DNA mediante electroelución 

Las muestras que se identificaron con un patrón de movimiento electroforético 

diferente fueron amplificadas nuevamente por PCR y observadas mediante 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio y una solución 

de carga de TBE 0.5X a 90 volts. Se utilizaron 25 µL de cada muestra de PCR y 5 µL de 

solución de carga para DNA. Al finalizar la electroforesis, las muestras fueron 

analizadas en un Molecular ImagerR Chemi Doc TM XRS+ Imaging System with Image 

LabTM. 

Una vez observada la talla esperada de las muestras, con ayuda del 

transiluminador 2020E UV/ WHITE STRATAGENE fueron ubicadas en el gel y se 

cortaron los fragmentos. Posteriormente se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL. 

Por otra parte se lavaron membranas de diálisis (Spectra/PorR molecular porous 

membrane tubing, Spectra/PorR Dialysis  Membrane MWCO: 6-8,000, Spectrum 

Laboratories, Inc) con ddH2O y fueron equilibradas con TBE 0.5X. Las muestras 

previamente cortadas se colocaron en las membranas y se adicionó TBE 0.5X hasta 

cubrir la muestra. A continuación se dejaron correr las muestras dentro de la membrana 

en una cámara de electroforesis con solución de carga TBE 0.5X a 100 volts durante 15 

min. Se extrajo el TBE 0.5X de las membranas y las muestras se colocaron en tubos de 

0.5 mL. Los tubos fueron colocados en columnas AmiconR Ultra-4 y se agregaron 3 mL 

de ddH2O. Se centrifugó a 1000 xg durante 10 min, se extrajo el precipitado y se 

decantó el sobrenadante. Cada muestra fue puesta en tubos eppendorf de 0.5 mL y 

analizados utilizando 5 µL de cada muestra y 3 µL de solución de carga para DNA 
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mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio y una 

solución de corrida de TBE 0.5X a 90 volts. 

Secuenciación 

Una vez que las muestras fueron purificadas se realizó la secuenciación en el 

equipo 310 Genetic Analyzer ABI PRISM TM Applied Biosystems, Foster City, CA para 

cada uno de los exones con posibles alteraciones génicas. Se realizó una comparación 

con los controles para la localización de la mutación. Las muestras fueron secuenciadas 

en ambos sentidos y por duplicado.  
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Resultados 

El tamizaje molecular de los genes AKR1C2 y HSD17B6 en pacientes 

diagnosticados con DSD 46,XY asociados a hipospadias inició con la amplificación 

mediante PCR-dCTP[α-32P] de la región codante de cada exón. Los productos fueron 

sometidos a electroforesis en geles de agarosa, comparados con un marcador de peso 

molecular (MPM) y con sujetos control (C). Los resultados indicaron que todos los 

exones de los dos genes amplificados, presentaban el tamaño esperado y era similar al 

de los controles (Fig. 3 y 4). De esta manera se pudo descartar la presencia de 

deleciones, inserciones o duplicaciones de una cantidad grande de pb en los exones 

analizados. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Patrón de migración representativo de uno de los exones del gen AKR1C2. En la 
figura se muestra el exón 5. Los números indican las muestras amplificadas de sujetos 
control (1) y de los pacientes (2-22). La talla de las muestras se encuentran entre 200 y 
300 pb. 
 

 

 

 

    MPM 1    2      3    4     5     6     7     8     9   10   11  12   13  14   15   16    17  18   19   20 21    22   MPM 
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Fig. 4. Patrón de migración representativo de uno de los exones del gen HSD17B6. En 
la figura se muestra el exón 1. Los números indican las muestras amplificadas de 
sujetos control (1) y de los pacientes (2-22). La talla de las muestras se encuentran 
entre 200 y 300 pb. 
 

Consecutivamente se realizó el tamizaje molecular de los genes AKR1C2 y 

HSD17B6 mediante la técnica de SSCP. Las muestras amplificadas por PCR fueron 

sometidas a electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida a diferentes 

concentraciones con o sin glicerol; es decir, cuatro sistemas distintos por individuo y por 

cada exón que dan un total de 36 sistemas para el gen AKR1C2 y 32 para HSD17B6. 

Esto debido a que en algunos geles las alteraciones en el patrón de migración 

electroforética eran más evidentes que en otras. Aunado a esto los controles se 

sometieron a la misma cantidad de sistemas y en las mismas condiciones que las 

muestras para cada exón de cada gen.  

Mediante SSCP los resultados mostraron alteraciones en la movilidad 

electroforética en los exones 4, 9 y 11 del gen AKR1C2 (Fig. 5) a una concentración de 

8.0% sin glicerol, 8.0% con glicerol y 5.4% con glicerol, respectivamente; mientras que 

el tamizaje molecular del gen HSD17B6 mostró un patrón de movilidad normal en los 

cuatro exones en comparación con los controles (Fig. 6). 

 MPM  1     2      3    4     5     6       7       8     9    10   11    12  13   14  15    16    17   18  19     20   21   22   MPM      
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A) Exón 4 

 
B) Exón 9 

C) Exón 11 

 
 
 
Fig. 5. Tamizaje molecular de los exones 4, 9 y 11 del gen AKR1C2 en geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida al 8.0% sin glicerol (A), 8.0% con glicerol (B) y 5.4% 
con glicerol (C). Los pacientes con hipospadias fueron comparados con individuos 
control (c). Las flechas indican los pacientes con alteraciones en la movilidad 
electroforética comparadas con los individuos control.  

C 

 

C 

 

C 

C 

 

C 

 

C 
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Fig. 6. Tamizaje molecular del exón 2 del gen HSD17B6 en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida al 8.0% con glicerol. Los pacientes con hipospadias fueron comparados 
con individuos control (c).  
 

Para determinar si las alteraciones génicas localizadas en el AKR1C2 mediante 

SSCP eran posibles mutaciones, realizamos los ensayos de secuenciación utilizando el 

sistema BigDye. 

En el exón 4 (Fig. 7A) se pudo identificar una posible variante polimórfica en el 

nucleótido 114 (GCA-GCT), este cambio puntual originó que la proteína que se codifica 

presente una Alanina en el codón 52 (c.52A>T). 

En el exón 9 (Fig. 7B) se identificó una mutación silenciosa en el nucleótido 666 

(CAT-CAC) que codifican para una Histidina 222 (p.H222H). 

Mientras que en el intrón 3’ del exón 11 (Fig. 7C) se pudo observar una posible 

variante polimórfica [26200a>g, (10%)] sin expresión fenotípica. 

 

C 

 

C 
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Fig. 7. Secuencia parcial de DNA de los exones 4, 9 y 11 del gen AKR1C2. 

A) Exón 4 
   CAC CAT AAT GAT TCT GCA CAT GTT TAC AAT AAT GAG 

                       GCT 

 

 

B) Exón 9 
  TAT  AGT GCT CTG  GGA TCC CAT CGA GAA GAA CCA TG 

                            CAC 

 
C) Exón 11 
            CTT GAT ATT gtaagtaattttggagatggtt 

                        gat 
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Discusión 

Los andrógenos juegan un papel esencial en el desarrollo sexual masculino 

durante la vida fetal. En particular, la DHT es el andrógeno con mayor potencia 

biológica y es indispensable para la masculinización de los genitales externos desde el 

periodo fetal hasta la maduración sexual durante la pubertad (Matsumoto y Bremner, 

2011). La DHT es sintetizada a partir de T en tejidos blanco como la próstata o la uretra 

(Hughes, 2006). La síntesis de DHT utilizando como precursor T ocurre a través de la 

llamada vía clásica. Sin embargo, estudios recientes han reportado una posible vía 

alterna para la síntesis de DHT sin utilizar T como precursor y demuestran una posible 

participación en el desarrollo sexual masculino. Esto se basa principalmente en la 

identificación de mutaciones en el gen AKR1C2 en cuatro individuos 46,XY con DSD 

(Flück et al., 2011). 

El gen AKR1C2 codifica para una enzima con actividad de 3α-HSD que regula 

los pasos críticos en la vía alterna (Fig. 2) (Flück et al., 2011). Estudios in vitro han 

indicado que AKR1C2 puede convertir androstandiol a DHT (Penning et al., 2000). 

Asimismo, el gen HSD17B6 codifica para una enzima con función oxidativa necesaria 

para la conversión de 3α-diol a DHT y que también está presente en la síntesis alterna 

de DHT. Estos datos pueden sugerir que la actividad enzimática de AKR1C2 y 

HSD17B6 es crítica para el desarrollo sexual masculino durante el período fetal y que 

las mutaciones en el gen AKR1C2 y HSD17B6 podrían generar DSD 46,XY debido a la 

reducción de andrógenos provenientes de la vía alterna. 
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A la fecha no existen reportes sobre el estudio de los genes AKR1C2 y HSD17B6 

en individuos DSD 46,XY asociado a hipospadias, por lo que en el presente estudio se 

realizó el tamizaje molecular de la región codante de los genes AKR1C2 y HSD17B6 en 

individuos con hipospadias. 

En este estudio se examinaron 30 individuos con hipospadias y 50 individuos 

control. Los pacientes analizados no presentaron mutaciones erróneas en los genes 

AKR1C2 y HSD17B6 que afectaran la expresión fenotípica. Sin embargo se localizaron 

posibles variantes polimórficas o alélicas en el gen AKR1C2. La variación en la 

secuencia del gen se pudo observar entre individuos control e individuos con DSD 

46,XY asociados a hipospadias. En genética de poblaciones para considerar un 

verdadero polimorfismo, la variación en la secuencia génica debe aparecer con una 

frecuencia mínima de un 1% (Brookes, 1999). Actualmente, se han catalogado más de 

9 millones de variantes en la secuencia de DNA. Se ha reportado que los polimorfismos 

se presentan uno cada 200 pares de bases en el genoma humano. Basados en ello, se 

esperaría que existieran aproximadamente 6 millones de polimorfismos en el genoma 

humano, muchos de los cuales ya han sido descritos en las bases de datos. En este 

estudio la variante alélica o polimórfica Ala52Ala aún no ha sido catalogada en la 

literatura. Otro tipo de polimorfismo son los llamados silenciosos, como el His222His, 

los cuales no alteran la conformación de la proteína; sin embargo, se ha descrito que 

algunos de estos polimorfismos pueden tener consecuencias funcionales por algún 

mecanismo aún desconocido (Flück et al., 2011). 
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Existen variaciones alelo-funcionales que pueden originar enfermedades o 

susceptibilidad a la misma. Estas variaciones pueden estar localizadas en la región 

promotora de un gen, ya sea influenciando la actividad transcripcional del gen 

(regulando la unión de factores transcripcionales), en intrones (regulando la estabilidad 

de la proteína), en sitios donde ocurre la eliminación de intrones y unión de exones o en 

regiones intragénicas (Wang et al., 2005). En este caso particular la variante intronica 

[26200a>g, (10%)] no modificó la expresión de la proteína. 

A pesar de presentar en este trabajo un número reducido de casos, las 

mutaciones en los genes AKR1C2 y HSD17B6 parecen no ser una causa frecuente de 

DSD; no obstante esto, no se descarta la posibilidad que otros genes AKR puedan estar 

involucrados en la diferenciación sexual masculina. Un posible gen candidato puede ser 

el AKR1C4, el cual presenta acción reductiva primordialmente y oxidativa en baja 

dirección preferencial (Penning et al., 2000; Flück et al., 2011). 

Asimismo, los datos obtenidos sugieren que el gen AKR1C2 codifica para una 

proteína altamente polimórfica. El que una proteína presente un alto porcentaje de 

polimorfismo nos podría indicar varios puntos de discusión al respecto. Uno de ellos es 

que el polimorfismo pueda ser explicado como un mecanismo de biodiversidad genética 

el cual responde frecuentemente a la necesidad de adaptación a un medio ambiente 

determinado (Jez y Penning, 2001). 

Las aplicaciones sobre el estudio de los polimorfismos son múltiples y de gran 

utilidad para explicar el origen de las poblaciones, de esta manera poder reconstruir 
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parte de la historia evolutiva. Por otra parte, tienen gran aplicación en campos como la 

medicina forense, en el estudio de las enfermedades multigénicas mediante los 

ensayos de ligamiento o escaneo genómico y estudios de asociación genética 

(Isaksson et al., 2000). 
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Conclusiones 

Los pacientes DSD 46,XY con hipospadias analizados en este estudio 

presentaron variantes polimórficas sin expresión fenotípica. Aunque el número de casos 

aquí presentados es limitado, los datos permiten concluir que las mutaciones 

identificadas y determinadas resultaron ser inactivantes en AKR1C2 y HSD17B6 por lo 

que parecen no ser una causa frecuente de hipospadias, lo cual no descarta la 

posibilidad que otros genes AKR/HSD presentes en la rutas metabólicas para la 

biosíntesis de andrógenos estén involucrados en la patogénesis de este defecto 

congénito. 
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