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MARIA SONIA BAQUEDANO, GABRIELA GUERCIO, ROXANA MARINO, ESPERANZA BERENSZTEIN,
MARIANA COSTANZO, PABLO RAMIREZ, MARCELA BAILEZ, ELISA VAIANI, MERCEDES MACEIRAS,
MARCO A. RIVAROLA, ALICIA BELGOROSKY

Servicio de Endocrinologia, Hospital Nacional de Pediatria Juan P. Garrahan, Buenos Aires, Argentina

Resumen StAR forma parte del complejo multiproteico transduceosoma, encargado del transporte de coles-

terol y que facilita su entrada a la mitocondria. Mutaciones recesivas en el gen STAR causan formas
clasicas y no clasicas de hiperplasia adrenal congénita lipoidea. Analizamos las consecuencias moleculares de
una nueva mutacion heterocigota en STAR en un paciente 46,XY con genitales ambiguos e insuficiencia adrenal.
Hallamos un cambio heterocigota de novo, IVS1-2A>G, en el gen STAR'y el polimorfismo heterocigota, pG146A,
en SF1. No se detectaron mutaciones en los genes CYP11A1, FDX1 y FDXR, VDAC1y TSPO. Por RT-PCR y
secuenciacion se observo un transcripto-exén2 y el transcripto normal (WT) de StAR, a partir del ARN de tejido
gonadal del paciente. Se detectd el precursor (37 kD) y la proteina StAR madura (30 kD) en células COS-7
transfectadas con el plasmido mutante y WT. Por inmunofluorescencia la observaciéon de co-localizacion de la
proteina mutante (p.G22_L59delStAR) en mitocondrias fue casi nula. La actividad de p.G22_L59delStAR fue del
65% + 13 respecto del WT. La co-transfeccién de los plasmidos p.G22_L59delStAR y WT redujo la actividad de
WT en 62.0 + 13.9%. La mutacion 1VS1-2A>G provoco la pérdida de los aminoacidos 22 a 59 en la secuencia
mitocondrial N-terminal. Postulamos que ello conduciria a un plegamiento anormal de la proteina que alteraria
su procesamiento y translocacién. La proteina mutante p.G22_L59delStAR podria interferir con la accién de la
proteina StAR WT bloqueando el complejo transduceosoma y causando una forma dominante de deficiencia de
StAR, que explicaria el fenotipo clinico en heterocigosis.

Palabras clave: deficiencia de StAR, efecto dominante negativo, hiperplasia adrenal congénita lipoidea

Abstract Novel heterozygous mutation in the steroidogenic acute regulatory protein gene in a 46,XY

patient with congenital lipoid adrenal hyperplasia. StAR facilitates cholesterol entry into the mito-
chondria as part of the transduceosome complex. Recessive mutations in the gen STAR cause classic and nonclassic
congenital lipoid adrenal hyperplasia. The aim of the study was to analyze the molecular consequences of a novel
heterozygous STAR mutation in a 46,XY patient with ambiguous genitalia and adrenal insufficiency. We found a de
novo heterozygous IVS-2A>G STAR mutation and the reported heterozygous p.G146A SF1 polymorphism with normal
CYP11A1, FDXR, FDX1, VDAC1 and TSPO genes. RT-PCR and sequencing from patient’s testicular RNA showed
a —exon2 transcript and the wild-type (WT) transcript. Both 37 kDa precursor and 30 kDa mature protein were detected
in COS-7 cell transfected with mutant and WT plasmids. Immunofluorescence showed almost no co-localization of
mitochondria and mutant protein (delta22-59StAR). Delta22-59StAR activity was 65+13% of WT. Cotransfection with
WT and delta22-59StAR plasmids reduced WT activity by 62.0% + 13.9. Novel splice-junction heterozygous STAR
mutation (IVS-2A>G) resulted in the in-frame loss of amino acids 22 to 59 in the N-terminal mitochondrial targeting
signal. A misfolded p.G22_L59delStAR might interfere with WT StAR activity by blocking the transduceosome complex,
causing an autosomal dominant form of StAR deficiency, explaining the clinical phenotype.
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La proteina regulatoria aguda de la esteroidogénesis
(StAR) facilita el transporte de colesterol desde la membrana
mitocondrial externa (MME) hacia la membrana mitocon-
drial interna, siendo el paso limitante en la biosintesis de
hormonas esteroides’. La conversion mitocondrial de coles-
terol a pregnenolona es catalizada por la enzima P450scc
(CYP11A1)y el sistema de transporte de electrones formado
por la adrenoxina reductasa (FDXR) y la adrenoxina (FDX1).

La proteina StAR se sintetiza como una pre-proteina
citoplasmatica de 37 kD (285 aminoacidos) que contiene
un péptido de sefalizacion mitocondrial N-terminal de
62 aminoacidos que es clivado durante o luego de la
traslocacion a la mitocondria para dar la proteina madu-
ra intramitocondrial estable de 30 kD. El mecanismo de
accion y el proceso de traslocacion de StAR no estan
totalmente esclarecidos. La evidencia indica que StAR
interacciona con otras proteinas formando parte de un
gran complejo multiproteico, denominado transduceo-
soma, encargado del transporte de colesterol>. En este
complejo, la preproteina en la MME es la forma activa y
la fosforilacion y traslocacion intramitocondrial resultan
criticos para aumentar la actividad esteroidogénica®®.

Las mutaciones recesivas en el gen STARson la causa
mas frecuente de Hiperplasia Adrenal Congénita Lipoidea
(HACL) clasica y no clasica®®. Las formas clasicas se
caracterizan por presentar insuficiencia adrenal primaria
neonatal y genitales externos femeninos independiente-
mente del sexo genético. Los individuos afectados con la
forma no clasica de HACL presentan insuficiencia adrenal
tardia con desordenes mas leves de la diferenciacion
sexual. Las alteraciones moleculares del gen STAR,
descriptas en asociacion con HACL, han contribuido al
conocimiento de la relevancia de esta enzima para la es-
teroidogénesis adrenal y gonadal y para la diferenciacion
sexual masculina.

En este estudio evaluamos las consecuencias mole-
culares de una nueva mutacion de splicing heterocigota
en el gen STAR que provoca la disrupcion del péptido
de sefalizacion mitocondrial. La misma fue hallada en
un paciente 46,XY con genitales ambiguos, insuficiencia
adrenal primaria y grave alteracion de la esteroidogénesis
adrenal y gonadal, caracteristicas de HACL.

Paciente

Infante nacido a término con cariotipo XY, primer hijo de
padres no consanguineos. Fue hospitalizado en el periodo
neonatal por un cuadro de crisis adrenal con deshidrata-
cion, hipotonia, vémitos, succion débil, hipotermia, hipo-
glicemia, hiponatremia e hipercalemia, hiperpigmentacion
y pérdida de peso. Presentaba genitales ambiguos con
muy escasa virilizacion, con un falo de 0.5 x 0.5 cm con
hipospadia penoescrotal, labios completamente fusionados
y génadas palpables bilaterales. El perfil hormonal mostro
niveles indetectables de sulfato de deidroepiandrosterona,
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androstenediona, 17 OH-progesterona, testosterona, cor-
tisol y aldosterona, con niveles de esteroides que perma-
necian bajos luego del estimulo con hCG, altos niveles de
ACTH Yy actividad de renina plasmatica, compatible con una
grave alteracion de la esteroidogénesis adrenal y gonadal.
Alos 3 meses de edad, la respuesta gonadotréfica a GnRH
(100 pg iv) fue compatible con una minipubertad normal.
La ecografia abdominal mostré areas adrenales normales
y la genitografia mostrd ausencia de restos mulerianos.
Se le asigné sexo femenino y fue gonadectomizado a los
3 afos de edad. El andlisis histolégico mostro testiculos
bilaterales inmaduros normales.

Analisis genético

Se extrajo ADN gendmico del paciente, su familia y 50
controles normales a partir de leucocitos de sangre peri-
férica. El estudio fue aprobado por el comité de Docencia
e Investigacion del Hospital Garrahan. Se amplificaron y
secuenciaron los exones y las regiones intronicas flan-
queantes de los genes STAR, CYP11A1, NR5A1 (Factor
esteroidogénico 1, SF-1), FDX1, FDXR, el gen del canal
de aniones dependiente de voltaje 1 (VDACT) y el gen
de la proteina translocadora (TSPO).

Analisis de ARN

Se aislé ARN total a partir de tejido gonadal del paciente
utilizando TRIZOL (Invitrogen, Buenos Aires). Por RT-PCR
se amplificd y se secuencid la region correspondiente a los
exones 1 a5y atoda la regién codificante del gen STARy
se analizaron los productos de splicing generados. Se utili-
z6 como control un pool de ADN complementario (ADNc)
preparado a partir de tejido testicular humano prepuberal.

Estudios funcionales

Se construyd un plasmido conteniendo el ADNc de StAR
completo, proveniente del tejido testicular del paciente. Los
estudios funcionales in vitro se realizaron en células COS-7
no esteroidogénicas transfectadas con el plasmido mutante
y con un plasmido conteniendo el cADN salvaje (WT)®. Se
confirmd la expresion y traduccion de la proteina StAR WT
y mutante mediante Western Blot utilizando un anticuerpo
policlonal de conejo anti StAR humana. Para evaluar la
localizacion intracelular de la proteina StAR WT y mutante
se realizaron estudios de doble marcacion inmunofluores-
cente con Mito tracker Red (un marcador especifico de
mitocondria). La actividad enzimatica de StAR se midio
como la produccién de pregnenolona en células COS-7
co-transfectadas con el plasmido WT y/o mutante y un
plasmido F2 que expresa una proteina de fusion P450scc/
adrenoxina/adrenoxina reductasa'®. La concentracion de
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Fig. 1.— A) Pedigri de la familia afectada y analisis genético por secuenciacion del ADN. El paciente es heterocigota
para la nueva mutacion de novo IVS1-2A>G en el gen STAR (izquierda). Es también heterocigota para la substituciéon G
por C en el exon 4 del gen de SF-1, resultando en el polimorfismo G146A. El padre y las dos hermanas no afectadas son
heterocigotas para el polimorfismo G146A en SF-1 (derecha). El paciente esta marcado con un rombo debido al desorden
congénito de la diferenciacion sexual. Las flechas verticales indican la posicién de los cambios. La secuencia exénica
se indica en letras mayusculas y las intronicas en minuscula. B) Analisis por RT-PCR del ARNm de StAR en el tejido
testicular. El ARNm proveniente del tejido testicular del paciente y de testiculos humanos normales fueron retrotranscrip-
tos y amplificados con los primers S1 y AS1 (1) (panel derecho) y con los primers StAR1—18 and StAR511->494 (panel
izquierdo). EI ADNc proveniente del paciente muestra dos formas de splicing: la formal normal y un producto mas corto
correspondiente por secuenciacion a la pérdida del exén 2 (114 pb). Los primers utilizados se indican con flechas. C, pool
de ADNc de tejido adrenal humano normal; PM, marcador de peso molecular, 100bp (/nvitrogen, Buenos Aires, Argentina).
C) Representacion esquematica de la organizacion del gen STAR y de los productos de la transcripcion del gen
normal y mutado. Una mutacion en la posicién -2 en el sitio aceptor de splicing del intrén 1 resulta en la pérdida del exon
2. El producto de splicing normal (arriba) resulta en un transcripto que codifica para la proteina StAR de 285 aminoacidos.
El transcripto mutante (abajo) carece del exon 2 resultando en la pérdida de los aminoacidos 22 a 59 en el dominio N-
terminal de sefalizacién mitocondrial, sin alterar el marco de lectura (G22_L59del StAR). C, pool de ADNc de tejido adrenal
humano normal; PM, marcador de peso molecular, 100bp. Figura adaptada de Baquedano MS, Guercio G, Marino R, et al.
Unique dominant negative mutation in the N-terminal mitochondrial targeting sequence of StAR, causing a variant form of
congenital lipoid adrenal hyperplasia. J Clin Endocrinol Metab 2013; 98: E153-61. Copyright 2013, The Endocrine Society.
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pregnenolona en el medio de cultivo se determiné por
enzimo-inmunoensayo (ALPCO Diagnostics, Salem, NH,
EE.UU.). Como control del sistema se utilizé6 como sustrato
20a-hidroxicolesterol que difunde libremente la membrana
e indica la capacidad enzimatica maxima del sistema’.

El estudio molecular del gen STAR reveld un cambio A
por G heterocigota no descripto en la primera base del sitio
aceptor de splicing del intrén 1 (IVS1-2A>G) (Fig. 1A). El
padre, la madre y dos hermanas fueron normales para la mu-
tacién, por lo que se trataria de una mutacion de novo. Esta
variante no fue detectada en 100 alelos normales de STAR.

En el gen NR5A1 se encontré una sustitucion G por C
heterocigota en el exdn 4 que resulta en el polimorfismo
p.G146A previamente descripto' (Fig. 1B). El padre y las
dos hermanas no afectadas fueron heterocigotas para el
polimorfismo. Un dato interesante es que este polimor-
fismo tendria una actividad del 80%"".

Dado que la substitucion A por G en el gen STAR modi-
fica la secuencia consenso 3’ aceptora de splicing (AG es
la secuencia consenso normal del sitio aceptor de splicing
y en este caso cambia en forma heterocigota por GG) se
consider6 que podria estar afectada la eficiencia de este
sitio como aceptor de splicing. Para confirmar esta hipo-
tesis se analizé in vivo el ARNm de StAR a partir de tejido
gonadal del paciente. El transcripto WT esperado fue de-
tectado en testiculo prepuberal humano normal (Fig. 2A).
Por el contrario, el cADN proveniente del tejido gonadal
del paciente exhibié dos formas de splicing: el transcripto
normal y un transcripto mas corto correspondiente a la
pérdida completa del exon 2 de StAR (114pb) (Fig. 22).
El analisis de la secuencia del ADNc mutado sugiere que
esta variante de ARNm traduciria una proteina StAR que
carece de los aminoacidos 22 a 59 en el péptido de se-
falizacion mitocondrial N-terminal (p.G22_L59delStAR),
sin alterar el marco de lectura (Fig. 2B).

El posible impacto de la traslocacion y procesamiento
mitocondrial de StAR en la esteroidogénesis es motivo
de discusion. El clivaje mitocondrial de StAR parece estar
asociado a la actividad de StAR en glandulas adrenales
de rata*. Ademas, la pérdida de la secuencia de sefa-
lizacién mitocondrial, si bien aumenta la estabilidad de
StAR, disminuye fuertemente su capacidad de promover
la esteroidogénesis adrenal y gonadal en ratones' 3. En
algun punto en desacuerdo con estos hallazgos, algunos
estudios en células COS no esteroidogénicas muestran
que la proteina StAR es completamente activa en cito-
plasmay que la delecion de los 62 residuos aminoacidos
amino terminal, incluyendo el péptico de senalizacién
mitocondrial completo, impiden la traslocacion a la mito-
condria pero no afectan su actividad® .

Afin de evaluar las consecuencias funcionales de pro-
teina p.G22_L59delStAR anémala, se realizaron estudios
in vitro transfectando células COS-7 con el plasmido WT
y mutado. El andlisis por Western Blot confirmé que tanto
la proteina WT como la mutada se traducen en las células
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COS-7, detectandose tanto la banda correspondiente a la
preproteina (37 kD) como a la proteina madura (30 kD)
(Fig. 2A). Sin embargo, la mutante p.G22_L59delStAR
fue procesada a la forma madura en relativa menor pro-
porciéon que la StAR WT, lo que sugiere una alteracion
en el procesamiento y traslocacion a la mitocondria de
la proteina mutada. Por lo tanto, se realizaron estudios
de doble marcacion inmunofluorescente, a fin de eva-
luar si p.G22_L59delStAR, que carece de 38 de los 62
aminoacidos que constituyen el péptido sefal, seria
capaz de alcanzar el destino final mitocondrial, Como se
muestra en la Fig. 2C, casi no se observo colocalizacién
de p.G22_L59delStAR en mitocondrias, en comparacion
con las células COS-7 que expresan la proteina StAR WT.

Ademas, los ensayos de actividad revelaron que la
actividad de la proteina mutante p.G22_L59delStAR era
del 65 + 13% respecto de la actividad StAR WT (Fig. 2B).
Dado que la mutacion IVS1-2A > G se encontr6 en estado
heterocigota, se evalud la posibilidad de que actuara como
una mutante dominante negativa. La co-transfeccion con
los plasmidos WT y mutante, también redujo la actividad
de la proteina StAR WT en un 62.0 + 13.9% (Fig. 2B), lo
cual sugiere un efecto dominante negativo.

Estos resultados nos permiten describir por primera
vez una mutante dominante negativa de la proteina StAR.
Hasta el momento, los defectos asociados al gen STAR
seguian un modo de herencia autosémico recesivo. Por
el contrario, este paciente estaba gravemente afectado
en estado heterocigota, indicando una enfermedad domi-
nante. Se secuenciaron 479 pb de la region promotora,
asi como la region codificante completa del gen STAR.
La presencia tanto del cADN mutado como del normal,
preparado por RT-PCR a partir del tejido testicular del
paciente descartaron una delecion parcial del gen o una
putativa segunda mutacion en regiones regulatorias, mas
alla de las 479pb corriente arriba del coddn de inicio, o en
secuencias intrénicas internas que afectarian la expresion
normal del gen STAR.

Es sabido que la proteina StAR forma parte de un gran
complejo macromolecular para facilitar el movimiento de
colesterol a la mitocondria2. Considerando el hecho de
que muchas enfermedades autosémicas dominantes
son provocadas por mecanismos dominantes negativos,
en los cuales un pequefo numero de proteinas mono-
meras defectivas alteran un gran complejo funcional,
postulamos que podria estar ocurriendo un plegamiento
anormal de p.G22_L59delStAR. De esta manera, la
proteina mutante podria estar interfiriendo con la ac-
cion de la proteina StAR WT bloqueando el complejo
transduceosoma y causando una forma dominante de
deficiencia de StAR. Esto explicaria el fenotipo clinico en
heterocigosis. En concordancia con esta hipoétesis, los
estudios biofisicos indicarian que cambios sutiles en el
plegamiento de la proteina StAR podrian tener efectos
importantes en su actividad de StAR™. Asimismo, no
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Fig. 2.— Estudios in vitro de la proteina StAR mutante. A) Western blot. Las células COS-7 fueron transfectadas en for-
ma transiente con los vectores de expresion indicados. Las flechas indican las bandas especificas del precursor y de la
proteina madura. Se detectaron bandas especificas de StAR para la proteina StAR WT y para la mutante p.G22_L59del
StAR. Se utilizé6 como control positivo un lisado de células adrenocorticales humanas, H295R. B) Estudio funcional in
vitro. Las células COS-7 fueron co-transfectadas en forma transiente con los vectores de expresion F2 y los vectores
WT, G22_L59delStAR, WT + G22_L59delStAR o el vector vacio. Luego de 48 horas, la pregnenolona secretada al medio
de cultivo fue medida mediante un ensayo de ELISA comercial. 200.-OH-COL, esteroidogénesis proveniente de células
control incubadas con 20a-hydroxicolesterol (5ug/ml); todos los otros datos muestran la esteroidogénesis a partir del
colesterol celular enddégeno. El valor para la StAR WT fue establecido como el 100% (linea punteada). Los resultados
estan expresados como media+DS para tres experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. La secre-
cion de pregnenolona a partir del colesterol endégeno por las células COS-7 transfectadas con el vector F2 y el vector
control vacio fue 5.2+1.3 ng/ml (16.4+4.1 nmol/l). En presencia de StAR WT, el promedio de secrecion de pregnenolona
fue 30.9 + 8.1 ng/ml (97.6 = 25.6 nmol/l). C) Microscopia laser confocal de células COS-7 transfectadas. Las células
fueron incubadas con MitoTracker Red CMXRos (rojo, columna del medio) y antisuero policlonal anti-StAR humano como
anticuerpo primario, y anticuerpo Alexa Fluor488 anti-conejo como segundo anticuerpo (verde, columna izquierda). La
imagen superpuesta (columna derecha) muestra co-localizacion de mitocondrias y StAR en las células COS-7, que ex-
presan StAR WT. Se observa escasa co-localizacion de la mutante p.G22_L59del StAR y mitocondria. Escala = 20.0 ym.
Figura adaptada de Baquedano MS, Guercio G, Marino R, et al. J Clin Endocrinol Metab 2013; 98: E153-61. Copyright
2013, The Endocrine Society.
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se han detectado mutaciones en los genes CYP11A1,
NR5A1, FDX1 y FDXR, potencialmente causantes del
fenotipo del paciente. Parece improbable la existencia
de un sinergismo entre la mutacion de STAR'y el po-
limorfismo G146A potencialmente hipofuncional en el
gen NR5A1, dado que la actividad de transactivaciéon
esta minimamente disminuida en la variante G146A"".

Otros estudios muestran que las mutaciones de STAR
con mas de 10-20% de actividad WT in vitro se manifies-
tan como formas leves de HACL"8. Sin embargo, se han
descripto algunos casos de falta de correlacion entre la
actividad StAR in vitro y el fenotipo clinico®.

Si bien la mutante p.G22_L59delStAR retuvo mas
del 60% de la actividad WT in vitro, el paciente presentd
enfermedad de comienzo neonatal y grave trastorno de
la diferenciacion sexual al nacimiento. Las razones de
esta disociacion entre los estudios in vitro y el fenotipo
clinico se desconocen. Dado que como parte del transdu-
ceosoma, la funcién de StAR depende de interacciones
proteina-proteina?, podria especularse que ciertas muta-
ciones asociadas en alguna otra proteina, miembro del
transduceosoma, podrian haber contribuido al fenotipo
clinico. Con el fin de evaluar esta hipétesis, se hizo el
estudio molecular de los componentes del transduceo-
soma, VDAC1 y TSPO, que interaccionan directamente
con StAR, regulando su traslocacion y procesamiento?.
Sin embargo, los genes VDCA1y TSPO fueron comple-
tamente normales en el paciente.

Alternativamente, dado que en las células COS-7,
la proteina StAR puede estimular el metabolismo del
colesterol independientemente de la secuencia de se-
falizacion N-terminal®> ®, es posible que en este caso la
expresion artificial de StAR en tejidos no esteroidogéni-
cos no refleje completamente el mecanismo de accién
de StAR en la mitocondria, como ya ha sido sugerido™.

Concluyendo, describimos una nueva mutaciéon de
splicing del gen STAR en estado heterocigota que
generaria una proteina que carece de 38 de los 62
aminoacidos que constituyen el péptido de sefalizacién
mitocondrial N terminal. Hasta donde conocemos, este
es el primer caso descripto de una forma dominante de
HACL. Los estudios in vitro dieron cuenta del impacto
funcional y del efecto dominante negativo. Nuestros
resultados aportan evidencia del rol funcional que ejer-
ceria in vivo el péptido de senalizacion mitocondrial en
la actividad de la proteina StAR.

Conflictos de interés: Los autores no tienen conflictos de
interés para declarar.
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