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“UTILIDAD DIAGNOSTICA DE SECUENCIACION DE SIGUIENTE GENERACION
EN EL ABORDAJE DE TRASTORNOS DEL DESARROLLO SEXUAL”

RESUMEN ESTRUCTURADO.

INTRODUCCION. Los Trastornos del Desarrollo Sexual (TDS) son entidades
clinicamente heterogéneas, donde se ve alterado tanto el sexo cromosomico, gonadal y
fenotipico, el diagndstico esta basado en criterios clinicos y al cumplir con estos se puede
identificar la causa en aproximadamente 15-20% de los casos. Las técnicas de
Secuenciacion de Siguiente Generacion han mejorado la capacidad diagndstica en el caso

de trastornos con heterogeneidad genética.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. Actualmente el porcentaje de diagndsticos
moleculares definitivos en los TDS, por lo que se requiere la realizacién de un protocolo
molecular en al abordaje diagnodstico tomando en cuenta herramientas de secuenciacion

eficientes como la Secuenciacion de Siguiente Generacion.

JUSTIFICACION. La caracterizacion de variantes patogénicas asociadas a TDS
mediante de un protocolo molecular que incluya técnicas eficientes de diagnostico,
permitira confirmar el diagnostico, brindar asesoramiento genético certero y guiar la

vigilancia de comorbilidades asociadas.

OBJETIVOS.

General. Caracterizar variantes patogénicas asociadas a Trastornos del Desarrollo Sexual
46, XY,46, XX y trastornos gonadales mediante técnicas moleculares especificas para cada
trastorno, como Amplificacion Multiple de Sondas Ligadas, Secuenciacion Sanger, y
secuenciacion de Siguiente Generacion con el protocolo de Exoma.

Especificos. Caracterizar variantes patogénicas con del gen CYP21A2, en pacientes con
TDS 46,XX, para integrar el diagnostico de Hiperplasia Suprarrenal Congénita. Identificar
variantes patogénicas y estimar una frecuencia de variantes en los genes de la enzima 5-alfa
reductasa tipo 2 y en el gen del receptor de andrégenos en la poblacién de pacientes con

TDS 46,XY, mediante secuenciacion Sanger. Identificar variantes patogénicas en un caso



familiar de TDS gonadal XX con dos individuos afectados, mediante Secuenciacion de

Siguiente Generacion con el protocolo de Exoma, familiar.

RESULTADOS.

El protocolo molecular en pacientes con TDS 46, XX mediante MLPA identificé variantes
patogénicas en siete pacientes, todos con la forma clasica de Hiperplasia Suprarrenal
Congénita.

Con el abordaje de Secuenciacion Sanger de SDR5A2 y AR, se lograron identificar
variantes patogénicas en 12 casos de 49 paceintes estudiados en total.

Se logro6 identificar la primera familia mexicana con una variante patogénica en el gen

ADAMS, mediante el protocolo de Secuenciaciéon Exoma.

CONCLUSIONES.

La aplicacion de MLPA es de gran utilidad en el abordaje de pacientes con Hiperplasia
Suprarrenal Congénita clasica. El protocolo de estudio de los genes SDR542 y AR mediante
Secuenciacion Sanger permite caracterizar variantes patogénicas en 24% de los pacientes
estudiados. El protocolo de Secuenciacion Exoma permitid identificar una variante no
reportada previamente en el gen ADAMS, gen reportado como participante en el desarrollo

gonadal en modelos murinos.



INTRODUCCION

La determinacion gonadal es el evento critico que definira la ruta que seguira la gonada
indiferenciada a testiculo u ovario y finalmente hacia un fenotipo masculino o femenino.
Estos eventos del desarrollo tienen un patrén dimorfico, que culmina con las caracteristicas
bioldgicas, psicoldgicas y sociales inherentes a cada sexo (1). Se trata de un proceso activo
que depende de la interaccioén de genes y proteinas en células especificas y en presencia de la
dosis génica exacta y cualquier modificacion de estas condiciones origina que se altere el
destino de la gonada que se traduce en defectos genitales o trastornos del desarrollo sexual.
Sin embargo, el conocimiento acerca de estos procesos aiin no ha sido bien definido (2). La
ultima revision de la Asociacion Americana de Pediatria establece que las anomalias del area
genital se presentan en 1 de cada 100 RNV e incluyen hipospadias, criptorquidias y
patologias mas complejas(1).

Las nuevas tecnologias actuales de diagnostico genético como la Secuenciacion de Nueva
Generacion (“Next Generation Sequencing” 6 NGS, por sus siglas en inglés) son aplicables
para la realizacion del diagnostico molecular en pacientes con este tipo de trastornos.(1) En
nuestro medio, el acceder a el uso de las técnicas de NGS en servicios hospitalarios
gubernamentales es limitada, sin embargo en la practica privada se muestra una gran

factibilidad de la realizacion de el protocolo molecular con el uso de NGS.

El uso de técnicas de Secuenciacion de Siguiente Generacion, fue introducido como parte del
protocolo de estudio diagnostico de varias entidades genéticas con una heterogeneidad del
locus como autismo sindromatico, cancer hereditario y enfermedades neurogenéticas, en
las cuales ha alcanzado un porcentaje mayor de deteccion de variantes patogénicas frente al
protocolo de secuenciacion Sanger, incluso de gran ventaja en la deteccion de genes
asociados que no habian sido reportados previamente con estudios moleculares
convencionales (1).

Estas técnicas han tenido un gran impacto en la investigacion biomédica y se abren camino
hacia el campo del diagnostico clinico impulsado por la reduccion del coste y mayor
flexibilidad debido a plataformas especificas dirigidas. Se ha demostrado la eficacia de las

técnicas NGS al analizar una gran cantidad de genes de forma simultanea (2).



Los desordenes o trastornos del desarrollo sexual (DDS o TDS) son condiciones congénitas
en las que el sexo cromosdmico, gonadal o fenotipico estan alterados. Es un grupo
heterogéneo en donde se incluyen fenotipos clinicos como hipospadias (1 de 250 recién
nacidos masculinos), genitales ambiguos (1 de cada 4,500 recién nacidos) y reversion
sexual completa XX o XY (1 de cada 20,000 recién nacidos) (3).

Representan un problema de salud principalmente en la poblacién pediatrica, debido a la
dificultad en el manejo clinico de estas condiciones. La incertidumbre sobre el género del
paciente puede ser extremadamente traumatico para el paciente, los padres y otros
miembros de la familia, y puede tener consecuencias psicoldgicas y reproductivas para el

paciente (3).
El diagndstico molecular especifico se realiza en aproximadamente 20% de los pacientes
con TDS. (4)Un mejor entendimiento de la base genética serd de ayuda para el diagnostico

y tratamiento de cada uno de los trastornos de la diferenciacion sexual (4).

MECANISMOS DEL DESARROLLO GONADAL

El sexo se determina por la constitucion del sexo cromosémico, XY en varones y XX en
mujeres (5).

Durante la quinta semana de la etapa embrionaria, son visibles la gonada primitiva
bipotencial y las crestas genitales (4). El desarrollo sexual se puede dividir en dos proceso
secuenciales: determinacion y diferenciacion sexual.

En la determinacion sexual; la gonada primitiva indiferenciada da origen a los testiculos u
ovarios. Esta etapa depende del complemento cromosémico sexual, la presencia de un
cromosoma Y, y la expresion del gen SRY, promueven la formacion de la goénada
masculina. En ausencia del cromosoma Y, resulta en el desarrollo de la gonada femenina
4.5).

En la diferenciacion sexual, las hormonas gonadales actiian sobre los genitales internos y
externos, dando lugar a la diferenciacion de las estructuras reproductivas. La secrecion de
factores locales y enddcrinos como testosterona, y la hormona anti-Miilleriana, por los
testiculos, lleva al desarrollo de los genitales masculinos internos (prdstata, conductos

deferentes, vesicula seminal) a partir de los conductos de Wolf y a nivel periférico la



conversion de testosterona a dihidrotestosterona permite la virilizacion de estructuras
derivadas del seno urogenital y dan lugar a utetra, pene y escroto. En ausencia de estas
hormonas los conductos de Miiller dan origen a los genitales internos femeninos (trompas
de Falopio, utero y tercio superior de la vagina) y a la feminizacion de los genitales
externos (clitoris, labios mayores y menores) (4,5).

Las gonadas de ambos sexos se desarrollan desde el primordio localizado en el borde
medioventral del reborde urogenital, adyacente al rifidon y la suprarrenal primitivos. Hasta la
fase de 12 mm o 42 dias de gestacion, las gonadas del varon y la hembra son
indistinguibles. La gonada indiferenciada primitiva esta constituida por cuatro linajes de
células: células germinales, células de tejido conectivo, células productoras de esteroide y
células de soporte(4). Proceden de la proliferacion del epitelio celomico mesodérmico, la
masa de células mesenquimales en el reborde urogenital, los elementos mesonéfricos y las
grandes células germinales primordiales, que contienen fosfatasa alcalina y han emigrado
desde el endodermo posterior del saco vitelino a través del mesénquima del mesenterio,
hasta la gonada(4). El nimero de células germinales emigrantes en el embriéon humano es
de 700 a 1300 y hacia las 8 semanas de embriogénesis existen alrededor de 600,000 células
germinales que mas tarde se convierten en oogonias o espermatogonias. La falta de células
germinales es incompatible con la diferenciacion ovarica, pero no impide la morfogénesis
testicular(4,5).

Bajo la influencia de los genes determinantes del testiculo, la organizacion testicular
comienza aproximadamente en la sexta o séptima semana. El testiculo se desarrolla con
mas rapidez que el ovario. El ovario no emerge de la fase indiferente hasta los 3 meses de
gestacion(6).

Estos procesos estan regulados por diferentes genes, localizados en los cromosomas
sexuales y los autosomas, que actian a través de una variedad de mecanismos, entre ellos

factores organizadores, hormonas gonadales esteroideas y peptidicas y receptores (6).

En el 2006 se emitidé una nueva nomenclatura de los trastornos del desarrollo sexual, en la
cual términos como hermafrodita, seudohermafroditismo, reversion sexual e intersexo,

quedan en desuso y se adopta la definicion genérica de TDS (Tabla 1) (7).



Tabla 1. Nomenclatura anterior y actual de los TDS.

Nomenclatura anterior

Nueva Nomenclatura

Intersexual

Desorden del desarrollo sexual (DDS)

Pseudohermafroditismo masculino:
subvirilizacion, submasculinizacion XY

hombre

DDS 46, XY

Pseudohermafroditismo femenino:
sobrevirilizacion, masculinizaciéon XX

mujer

DDS 46, XX

Hermafrodistismo verdadero

DDS Ovotesticular

Hombre XX o reversion sexual XX

DDS 46, XX testicular

Reversion sexual XY

Disgenesia gonadal completa, sindrome de

Swyer.




CONTROL GENETICO DEL DESARROLLO GONADAL

El conocimiento sobre el control genético del desarrollo sexual se ha obtenido del analisis

mutacional y funcional de los pacientes con trastornos de la diferenciacion sexual. Se han

utilizado modelos de raton in vivo e in vitro modelos como NTERA-2 (lineas celulares de

carcinoma embrionario testicular). El desarrollo sexual es un proceso complejo que

involucra un gran numero de genes (Tabla 2) (4,8).

Tabla 2. Genes asociados con los trastornos del desarrollo sexual en el humano.

GEN PERDIDA DE GANANCIA DE
FUNCION/HAPLOINSUFICIENCIA FUNCION/DUPLICACION

SRY (Ypl1.2) Disgenesia gonadal 46,XY DDS 46,XX testicular

OMIM 480000

SOX9 (17q24) Disgenesia gonadal 46,XY con DDS 46,XX testicular

OMIM 608160 displasia campomélica

NR5AI (SF1) (9933)

OMIM 184757

Disgenesia gonadal 46,XY con

falla adrenal

Disgenesia gonadal 46,XY

NROBI (DAXI) (Xp21.2)

Hipoplasia adrenal congénita e

Disgenesia Gonadal 46, XY

OMIM 300473 hipogonadismo hipogonadotropico
WNT4 (1p36.12) Disgenesia Gonadal 46, XY
OMIM 603490

RSPOI (1p34.3) DDS 46,XX testicular con

OMIM 609595 hiperqueratosis

wTIl (11p13) OMIM | Sindromes WAGR, Denys-Drash y
607102 Frasier

CBX2 (17p25) DDS 46,XY

OMIM 613080

FOXL2 (3q22) Sindrome Blefarofimosis-ptosis-
OMIM 605597 epicanto-inverso con falla ovarica
DMRTI (9q924.3) Disgenesia gonadal 46, XY

OMIM 602424

Adaptado de “Disorders of Sex Development” John M. Hutson. Springer. 2012




Genes relacionados con el desarrollo testicular.

El dismorfismo sexual es desencadenado por la expresion del gen SRY, localizado en el
cromosoma Y, alrededor de la sexta semana de gestacion. La expresion del gen SRY es
transcripcionalmente regulada por la proteina del tumor del Wilms (WTI, también
conocida como WT33), SF-1, GATA-4, su cofactor FOG-2 (también llamado ZFPM2) y
CBX2 (4).

El gen SRY humano tiene su locus en Ypl1.3, no contiene intrones y produce transcritos
que codifican una proteina de 204 residuos con tres dominios: un dominio amino-terminal,
un dominio de unién al ADN central, que consiste en una sola secuencia de HMG (grupo
de alta movilidad), y un dominio carboxilo-terminal. En los humanos se expresa en las
gbnadas 46,XY, coincidiendo con la formacion del cordon sexual y persiste hasta al menos
la semana 18 de gestacion, en las células de Sertoli fetales, asi como en las células de
Sertoli y células germinales adultas (9).

En los humanos, los niveles de ARNm de SRY se expresan en la cresta urogenital a la
séptima semana postconcepcional, llevando a la gonada bipotencial hacia la via testicular
en individuos 46, XY. La proteina SRY se transporta al ntcleo y se une a regiones
potenciadoras de SOX9, lo cual dirige la diferenciacion y proliferacion de células de Sertoli
y la organizacion tubular testicular (3).

El gen SOX9 es el segundo gen mas importante en la via testicular. Se localiza en 17q24,
pertenece a una familia de factores de transcripcion de proteinas de dominio HMG
relacionados con el factor determinante del testiculo SRY. A diferencia del SRY tiene un
intrén y un domino de trans-activacion transcripcional bien definido. Se expresa en el
rindn, en el sistema nervioso central, el pancreas, las células precursoras condrogénicas y
las células de Sertoli (10). La proteina SOX9 junto con SRY y NR5AI, se une a su propio
promotor lo que mantiene niveles altos de expresion de SOX9 (4)

TCF21 (Factor de transcripcion 21), tiene tres sitios de union para SRY en su region
promotora y su proteina actiia directamente sobre los sitios de union para iniciar una
cascada de eventos asociados a la diferenciacion de células de Sertoli y desarrollo del
testiculo embrionario (11).

El gen NR5A1 o SF-1 (factor esteroidogenico 1), pertenece a la familia de los receptores

nucleares huérfanos y es un factor de transcripcion involucrado en la regulacion de enzimas



esteroidogénicas (12). Esta ubicado en 9q33. Codifica para un receptor nuclear huérfano, el
cual, es el mayor contribuyente en el desarrollo del eje hipotdlamo-hipofisis-gonada-
adrenal. En las células pre-Sertoli, NRSA1 sinergiza con el factor de transcripcion GATA-
4, al inicio de la determinacién testicular, y se une al promotor de SRY para aumentar la
expresion de éste (6)

El gen WTI (locus 11pl3), codifica para una proteina en dedos de zinc, la cual tiene
funcion de represor o activador transcripcional, dependiendo del contexto celular o
cromosoOmico. Actla junto con SF-/ en el desarrollo urogenital para asegurar la formacion
adecuada de la gonada indiferenciada (5).

El gen NROBI o DAXI, esta localizado en el cromosoma X (Xp21.3), al igual que NR541
codifica para un receptor nuclear huérfano, es un regulador de la transcripcion (5). Se
expresa temporalmente junto con SF-/, en el hipotdlamo, la hipdfisis, las glandulas
suprarrenales y las gonadas en desarrollo. En las células de Sertoli de la gonada en
desarrollo se expresa junto con otros factores determinantes del testiculo como WTI, SF1,
SOX9y SRY.(8)

Los genes GATA4 y ZFPM2 o FOG2, codifican para factores de transcripcion que son
criticos en el desarrollo testicular (8)

El gen DMRTI (locus 9p24.3), es un factor de transcripcion, su funcion estd bien
establecida, es un regulador critico del desarrollo gonadal, sus funciones incluyen:
proliferacion y pluripotencialidad de las GC fetales, diferenciacion de las células de Sertoli
en neonatos y control de la decision entre mitosis y meiosis en la espermatogonia adulta.
También es un represor y activador transcripcional de STRAS, ya que o activan en mujeres
y reprimen en varones durante la etapa embrionaria. STRATS se requiere para la replicacion
pre-meidtica del ADN (13).

El gen WIWOJX, tiene su locus en el cromosoma 16 y se cree que su proteina participa en la
misma via que DMRTI, promoviendo la diferenciacion de las células de Sertoli y el
mantenimiento de las células germinales (4)

La proteina del gen DHH o proteina erizo del desierto, es un miembro de la familia de
proteinas de senalizacion del erizo. La DHH y el Patched 1, el receptor de la DHH, tienen
un papel critico en la diferenciacion de las células de Leydig, mediante suprarregulacion del

SF1. El gen DHH se localiza en 12q12-q13.1. (4)



Genes relacionados con el desarrollo ovarico.

En décadas pasadas, la determinacion sexual ovarica se consideraba un proceso pasivo que
ocurria en ausencia del gen SRY. A pesar de la ausencia de cambios morfoldgicos visibles,
patrones de expresion génica dentro de las células somaticas XX en la gonada bipotencial
han demostrado la diferenciacion de las células de la granulosa y las células de la teca.
Altos niveles de ARNm de los factores de sefializacion WNT4 y RSPOI, aumentan la
expresion y estabilizan al factor de transcripcion CTNNBI1 o B-catenina, el cual reprime la
expresion de SOX9, permite la expresion de WNT4 y promueve la proliferacion de células
germinales. (12)

El gen RSPOI esta localizado en 1p34.3 actia mediante la activacion de las vias de
sefalizacion WNT y B-catenina. La expresion de RSPO! esta incrementada durante la sexta
a novena semanas de gestacion, etapas criticas del desarrollo ovarico temprano. (4)

El gen WNT4, tiene su locus en 1p36. Durante la embriogénesis se expresa en la gonada de
uno y otro sexo, antes de que los eventos de la determinacion sexual tomen lugar a
continuacion se subexpresa en la gonada masculina. Esta implicado en la regresion de los
conductos de Miiller, formacion de la vasculatura sexo especifica, inhibicion de la
esteroidogénesis a través del incremento de la expresion de DAXI/NROBI que antagoniza a
SF-1 y ademas participa en los eventos de migracion celular sexo-especifica. Interviene en
la supervivencia de las células germinales femeninas fundamentales en el proceso de
formacion y mantenimiento del ovario (14).

La diferenciacion ovarica ocurre durante la séptima semana de la gestacion, que es la etapa
del desarrollo en la cual las células germinales entran a meiosis.(4)

El ovario y las células de la granulosa se mantienen debido a la expresion de FOXL2, que
se localiza en 1923, es un factor de transcripcion esencial para la funcion reproductiva en el
sexo femenino, se expresa desde etapas tempranas del desarrollo ovéarico, lo que sugiere
una funcion en la determinacion ovarica. Ademas es un activador transcripcional de CYP19
que codifica para la enzima aromatasa, responsable de la biotransformacion de androgenos
a estrogenos. En la vida postnatal es importante para el mantenimiento folicular y del
ovario, debido a que es un regulador de la funcidn de la célula de la granulosa y un factor

transcripcional clave en estas células.
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Figura 1. Genes involucrados en el desarrollo gonadal. Tomado y modificado de Ono, M.
& Harley, V. R. Nat. Rev. Endocrinol. 9, 79-91 (2013)

TRASTORNOS DEL DESARROLLO SEXUAL.

Los TDS son patologias en las que el desarrollo del sexo cromosomico, gonadal o
anatomico varia de lo normal y pueden ser incrongruentes unos con otros. El término TDS
surgid de una conferencia patrocinada por la Lawson Wilkins Pediatric Endocrine Society y
la European Society for Pediatric Endocrinology, y sustituye a terminologias previas como
trastornos intersexuales o hermafroditismo. Los TDS son un concepto mas amplio, que
incorpora diagnosticos médicos que tradicionalmente no habrian sido incluidos en los
trastornos intersexuales ( por ejemplo, la agenesia miilleriana). (15)

Los TDS pueden deberse a un grupo heterogéneo de etiologias, la nomenclatura de los
TDS divide estas etiologias en TDS 46,XY, TDS 46,XX, TDS de sexo cromosémico, TDS
ovotesticular y TDS 46,XX testicular. Dentro de cada categoria se hacen diagndsticos

especificos siempre que sea posible.(16)
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Trastornos del Desarrollo Sexual 46, XY.

Se trata de un grupo de TDS en los cuales el sexo cromosomico es 46 XY, sin embargo
presentan un fenotipo desde subvirilizado hasta fenotipos femeninos completos. (15) La
fisiopatologia es diversa y es lo que los clasifica en trastornos de disgenesia o disfuncién
testicular (Disgenesia Gonadal Completa) , defectos de reduccion en la sintesis de
androgenos (deficiencia de 5 alfa reductasa), defectos en la sintesis o accion deficiente de la
hormona antimiilleriana (Sindrome de Persistencia de conductos Miilleriano), trastornos de
falta de respuesta del 6rgano terminal (defectos de los receptores androgénicos) y otros
trastornos asociados a sindromes dismorficos, hipospadias ailadas, micropene aislado.(16)
Disgenesia gonadal 46,XY

La disgenesia gonadal 46,XY (MIM 400044), fue descrita por Swyer. Ocurre en 1 de cada
80000 nacidos vivos, (16) En su forma completa se caracteriza por fenotipo femenino, talla
normal o alta, gonadas disgéneticas bilaterales, infantilismo sexual con amenorrea primaria,
habito eunucoide y cariotipo 46,XY. Las estructuras internas son femeninas, con trompas
bilaterales, utero y vagina. Entre el 10 y el 30% de los pacientes desarrollan neoplasias
gonadales, especialmente gonadoblastoma y germinoma (seminoma, disgerminoma). (15)
En los individuos con la forma incompleta los genitales tanto internos como externos
pueden ser ambiguos. El desarrollo de las mamas después de la edad normal de la pubertad
sugiere las presencia de un tumor gonadal secretor de estrogenos, especialmente un
gonadoblastoma. Estan aumentadas las gonadotrofinas en plasma y en orina. En algunos
pacientes, la concentracion de la testosterona sérica es mas alta que en las mujeres adultas,
probablemente debido a secrecion de  andrdgenos por las células del hilio de las cintillas
gonadales. (15)

La disgenesia XY es un proceso heterogéneo que se puede deber a deleciones del brazo
corto del cromosoma Y, mutaciones del gen SRY u otros genes determinantes del sexo, o
duplicaciones de DAXI en el cromosoma X. Se han encontrado mutaciones puntuales en
el gen SRY en el 10 al 20% de los pacientes con disgenesia gonadal 46 XY completa.

El diagnodstico de disgenesia gonadal completa se basa en los hallazgos clinicos, histologia
gonadal, anélisis cromosomico y pruebas para detectar cambios en genes involucrados en la

determinacion y diferenciacion sexual (SRY, SOX9, WT1, NR5A1, DHH, NROBI) (15).



Deficiencia de 5 alfa-reductasa tipo 2.

Se debe a un defecto en el gen SRDS5A2 que codifica para la enzima Sa-reductasa tipo 2, se
localiza en 2p23, tiene 5 exones, codifica para una proteina de 254 aminodacidos la cual se
expresa antes y después de la diferenciacion sexual principalmente en las células de la
prostata y la piel de los genitales. La mayoria de los casos son homocigotos, aunque cerca
del 35% de los casos son heterocigotos compuestos. Se han identificado distintos tipos de
variantes patogénicas, el resultado es la disminucion o ausencia de la actividad enzimatica
por lo que la biotransformacion de testosterona a Sa-reductasa se encuentra reducido o
ausente, lo que explica la heterogeneidad fenotipica. (16)

El fenotipo de los individuos varia, al nacimiento presentan ambigiiedad genital
caracterizada por falo pequeio, ausencia de la porcion peneana de la uretra, hipospadias de
varios grados formando una vagina en fondo de saco, escroto bifido y prostata
rudimentaria. La diferenciacion de los conductos de Wolff es normal, por lo que tienen
vesiculas seminales, epididimo, conducto deferente y eyaculador. No existen derivados
Miillerianos. La mayoria de los casos presentan criptorquidia en canal inguinal.
Generalmente se asignan como mujeres, por lo que el sexo de crianza y rol social durante la
infancia es femenino. Al iniciar la pubertad se virilizan, incrementa la masa muscular, la
voz se hace gruesa, los testiculos descienden, la piel del escroto se pigmenta, el pene crece
a dimensiones casi normales con posibilidad de tener ereccion y eyaculacion. La
espermatogénesis esta disminuida, siendo el hallazgo mas frecuente la oligospermia o
azoospermia. El vello corporal y facial es escaso. La relacion funcional de andrdgenos:
estrogenos se conserva, por lo que no hay ginecomastia. Las caracteristicas hormonales
incluyen concentraciones de testosterona (T) normales a incrementadas, disminucion de las
concentraciones de dihidrotestosterona (DHT), incremento en la relacion DHT/T en
condiciones basales y tras la estimulacion con hormona gonadotropina coridonica humana
(hGC). El diagnoéstico de basa en los hallazgos fenotipicos, las pruebas bioquimicas
indicativas de disminucion o ausencia de dihidrotestosterona y la secuenciacion del gen

SRD5A2(16).
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Sindrome de insensibilidad a la accion de los androgenos.

El gen AR se localiza en Xql1-12, tiene ocho exones y codifica para una proteina de 919
aminoacidos. El exon 1 presenta dos repetidos polimérficos (CAG y GGN), que codifican
tractos de poliglutamina y poliglicina de longitud variable, en la region N-terminal del
receptor de androgenos (AR). CAG varia en longitud de 8 a 35 repetidos, mientras que
GGN presenta de 10 a 30 repetidos. La longitud del repetido CAG y el potencial de
transactivacion de AR estan inversamente correlacionados. El aumento en la longitud del
repetido CAG se asocia con disminucion en la actividad de AR. La delecion de los
repetidos GGN también da como resultado una reduccion de 30% en el potencial de
transactivacion. Lo anterior sugiere que el incremento en el nimero de repetidos GGN
pudiera estar asociado con enfermedades relacionadas con mayor accion androgénica. Los
exones 2-3 codifican el dominio de union al ADN, mientras que la region de bisagra que
une los dominios de transactivacion y de unién al ADN consiste de los residuos 628 a 699.
Los exones 4-8 codifican el dominio de unidn al ligando.

El tipo de herencia es recesiva ligada al X, las mutaciones se heredan de una portadora en
70% de los casos, 30% ocurren de novo. Las diferentes mutaciones pueden dar como
resultado un espectro variable como el sindrome de insensibilidad completa a la accion de
los androgenos (SICA), el sindrome de insensibilidad parcial a la accion de los androgenos
(SIPA), el sindrome de insensibilidad moderada a la accidon de los androgenos (SIMA) y la
atrofia muscular espino bulbar o enfermedad de Kennedy.

En el sindrome de insensibilidad completa a la accion de los androgenos, no existe
actividad de AR, esto genera un fenotipo femenino con testiculos bilaterales que funcionan
de manera normal durante la vida intrauterina, produciendo concentraciones fisiologicas de
T y DHT, sin embargo, la ausencia de receptores funcionales de AR en las células blanco,
impide la accion biologica de ambas, inhibiendo de esta manera el desarrollo de conductos
wolffianos y de genitales externos masculinos. La presencia de células de Sertoli en el
testiculo fetal permite la producciéon de hormona antimulleriana, por lo que los pacientes
carecen tanto de genitales internos femeninos como masculinos. El motivo de consulta
durante la infancia es la presencia de una hernia inguinal en una paciente fenotipicamente
femenina. En la adolescencia o etapa adulta el motivo generalmente es amenorrea primaria

en un individuo fenotipicamente femenino. Esta indicado realizar un cariotipo y de ser



46,XY realizar estudios de imagen (resonancia magnética y ultrasonido pélvico) para
evaluar la presencia de genitales internos. La incidencia de gonadoblastoma es baja, motivo
por lo que no se recomienda la reseccion quirurgica temprana, esto permite una evolucion
natural del inicio de la pubertad, caracterizada por un desarrollo mamario de acuerdo a la
edad, pero con escaso o ausente vello axilar y pubico. La talla es normal o discretamente
aumentada, y la exploracion genitourinaria muestra genitales externos normales con una
vagina rudimentaria en fondo de saco. Después de la pubertad, cuando se haya alcanzado la
talla final y el desarrollo mamario, es conveniente extirpar las goénadas mediante
laparoscopia. El perfil hormonal se caracteriza por concentraciones elevadas de testosterona
con hormona luteinizante (HL) anormalmente elevada y estradiol aumentado, producto de
la aromatizacion periférica de la testosterona.

El sindrome de insensibilidad parcial a los androgenos presenta grados variables de
virilizacion en individuos 46, XY secundaria a distintos grados de actividad del AR. El
espectro clinico va desde hipospadias aisladas, en casos leves, hasta ambigiiedad genital
grave, pudiendo acompanarse de criptorquidia. Otros datos comunes son hipospadias
perineoescrotales, micropene y escroto bifido.

Los pacientes con sindrome de insensibilidad moderada a la accion de los androgenos, son
desde el punto de vista fenotipico y genotipico varones, con evidencia de defectos en la
accion de los androgenos, manifestados como oligospermia acompafiada de
concentraciones elevadas de testosterona e DHT. También se puede presentar ginecomastia
en varones jovenes e hipospadia leve (17).

Otros TDS 46, XY

El sindrome de Persistencia de Estructuras Miillerianas (MIM 261550) se define como la
presencia de derivados de los conductos de Miiller, utero y trompas de Falopio en un varéon
XY con virilizacion normal. El fenotipo externo es completamente masculino, la utertra se
encuentra adecuadamente formada sin hipospadia. La ausencia de ambigiiedad genital
permite diferenciarlo de un cuadro de disgenesia gonadal mixta. Variantes patogénicas en el
gen AMH, que codifica para la hormona antimiilleriana y el gen AMHRII, del receptor tipo 11
de la hormona antimiilleriana explican el 88% de los casos de Sindrome de Persistencia de

Estructuras Miillerianas. (18)
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Las hipospadias resultan de una falla en el cierre uretral en individuo masculino y afecta a 1
de cada 200-300 embarazos. Ocurre cuando se produce un evento disruptivo en el desarrollo
normal del falo, y se han reportado varios genes asociados con las hipospadias aisladas como
BMP4, WT1, HOXA4, MAP3K1, MAMLDI, HSD3B2, AR y ATF3. (19)

La criptorquidia, definida como la falta de descenso testicular, es el defecto congénito mas
frecuente en recién nacidos masculinos, con una incidencia de 2-4%, es considerada como
una entidad con una etiologia compleja en la cual participan tanto factores genéticos como
ambientales. En el caso de criptorquidias aisladas se asocia a variantes en genes del desarrollo
como HOXD13, FGFRI, genes relacionaos con el descenso testicular como /NSL3 y genes

relacionados con los TDS clasicos como NR541 y AR.(20)

Trastornos del Desarrollo Sexual 46,XX

Dentro de los Trastornos del Desarrollo Sexual 46,XX, la Hiperplasia Suprarrenal Congénita
(MIM 201910) es el espectro de deficiencias enzimadticas en la via de la esteroidogénesis, del
cual el mas frecuente es la deficiencia de 21 hidroxilasa (MIM 201910), que cursa en la
etapa neonatal con ambigiiedad genital e insuficiencia suprarrenal. Aparte de la deficiencia de
21 hidroxilasa, existen otras deficiencias enzimaticas las cuales pueden cursar con un cuadro
clinico similar pero la enzima alterada es diferente, por ejemplo, la deficiencia de 11 beta
hidroxilasa (MIM 202010) o la deficiencia de 17 hidroxilasa (MIM 202110), por lo que al
descartar la mas frecuente nos encontramos frente a un panorama de muchos déficits

enzimaticos a veces dificiles de diferenciar (21).

Trastorno del Desarrollo Sexual 46, XX testicular y Trastorno del Desarrollo Sexual
Ovotesticular

Los TDS 46, XX testicular (MIM 400045) fueron descritos por primera vez por Chapelle et
al en 1964, y en la actualidad ocurren en 1 de cada 20000 sujetos. (22). En el TDS
testicular existe un desarrollo completo de ambas gonadas como testiculos sin rastro de
tejido ovarico, a diferencia de lo que ocurre en el TDS ovotesticular el cual se caracteriza
por la presencia de ambos tejidos, testicular y ovarico en las gonadas de un mismo

individuo (23). Los fenotipos clinicos reportados a propdsito de TDS 46,XX testicular han



sido identificados en tres grupos que incluyen a varones con fenotipo normal, varones con
ambigiiedad genital y varones con hermafroditismo verdadero (24).

Aproximadamente 85% de los individuos con la forma no sindromatica de TDS 46, XX
testicular presentan después de la pubertad vello pubico normal y pene de tamafio normal,
pero testiculos pequefios, ginecomastia e infertilidad resultado de la azoospermia. Entre los
hallazgos clinicos menos frecuentes estan la critorquidia e hipospadias anterior. El 15% de
los individuos presentan ambigiliedad genital , tipicamente hipospadias penoescrotal. La
historia natural de los individuos con TDS46,XX testicular, si no es tratado, es similar a las
tipicas consecuencias de deficiencia de testosterona: disminucion en la libido y posible
disfuncion eréctil disminucidén de los caracteres sexuales secundarios, masa muscular
reducida y distribucion anormal del vello corporal (25).

Existen varios mecanismos patogénicos que explican la fisiopatologia de el TDS 46, XX
testicular: el primero indica que existe una translocacion de secuencias del cromosoma Y,
que incluyen al gen SRY, hacia un cromosoma X o un autosoma; el segundo mecanismo se
produce por una mutacion en genes relacionados con el desarrollo testicular,
desencadenando una diferenciacion testicular en masculinos XX SRY negativos y el tercer
mecanismo ocurre por un cromosoma Y oculto limitado a un mosaico gonadal. (26)
ABORDAJE DIAGNOSTICO DE LOS TRASTORNOS DEL DESARROLLO
SEXUAL

El diagnostico de TDS implica el proceso habitual de la historia clinica, la exploracién
fisica y las investigaciones. En el siguiente algoritmo se resumen los principales pasos a

seguir en el abordaje diagnoéstico inicial de los TDS. (5)
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Historia
Perinatal
Antecedentes médicos
Familiares

Exploracion fisica
Incluyendo valoracion de goénadas palpables

Capiofipo Todos los pacientes:
| | | Gonadotropinas (FSH, LH)
Andrégenos (testosterona,
Cariotipo Cariotipo DHEAS, androstendiona)
XX 46XY Imagen del tracto genital
(FISH DX1) (FISH SRY) (ecografia y sinograma)
Descartar HAC (17 OH progesterona) Otras investigaciones
11 desoxicortisol HAM
ACTH Prueba de estimulacién con GCH
Renina Prueba de estimulacion con ACTH
Aldosterona Prueba de estimulacién con GnRh
Electrolitos plasmaticos y en orina Biopsias de piel gonadal
Prueba de estimulacion con ACTH Analisis de mutaciones en ADN

Otras investigaciones
Analisis de mutaciones en ADN




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los Trastornos del Desarrollo Sexual son entidades clinicas con una frecuencia de hasta 1
en 200 nacidos vivos si tomamos en cuenta defectos como criptorquidias e hipospadias,
dada su amplia variabilidad clinica, forman parte de un espectro amplio, que va desde la
presencia de hipospadias, que se maneja muchas veces como un defecto congénito aislado
aunque algunos estan estrechamente relacionados con los TDS, ambigiiedad genital, la cual
también cuenta con una amplia variabilidad en cuanto a causas, hasta la presencia de
fenotipos completamente opuestos al sexo cromosomico.

Actualmente se cuentan con herramientas diagndsticas que nos permiten integrar un
diagnostico molecular especifico en entidades como los TDS cromosémicos, TDS 46, XY
por variantes patogénicas de los genes SRY, AR y SDR542, TDS 46, XX mediante el
estudio del gen CYP21A42. Sin embargo, el diagnostico molecular se alcanza en
aproximadamente 15% de los TDS 46, XY por disgenesia gonadal, en los TDS 46, XX
testicular y TDS ovotesticular que al ser un grupo de condiciones con un gran nimero de
genes involucrados en su fisiopatologia, resulta dificil el abordaje molecular tanto por los
costos que genera la secuenciacion de muchos genes, como la necesidad de personal
especializado para la interpretacion correcta de estos estudios.

La importancia de tener un abordaje molecular adecuado en los pacientes con TDS radica
en que el manejo y el prondstico cambian sustancialmente de una mutacién en un gen
determinado a otra, lo que influye directamente en el contexto bio psico sexual del paciente,

lo que en estas condiciones es vital para una adecuada calidad de vida.
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JUSTIFICACION

Ante la baja eficiencia de los estudios moleculares en el abordaje de los Trastornos del
Desarrollo Sexual debidos a disgenesia gonadal en 46,XY, TDS 46,XX testicular y TDS
ovotesticular, la aplicacion de las técnicas de Secuenciacion de Siguiente Generacion
resultard una técnica aplicable de manera eficaz y eficiente en el diagndstico molecular,
como ya se ha visto en varios ambitos de la patologia genética tales cancer hereditario,
enfermedades neurogenéticas, etc.

El presente estudio se disefi¢ ante la necesidad de realizar un abordaje molecular de los
TDS, utilizando las herramientas de Secuenciacion de Siguiente Generacion, las cuales han
innovado el campo de la investigacion en la genética molecular. El contar con la
culminacion diagnostica de los TDS mediante una herramienta molecular eficiente es la
base de la realizaciéon de este estudio, que dados los resultados podria impactar en el
protocolo de atencion de los pacientes con este diagnodstico.

Las técnicas de Secuenciacion de Siguiente Generacidon permiten la caracterizacion de
genes de una forma mas rapida y con menor costo, a diferencia de las técnicas tradicionales
(Secuenciacion Sanger), las cuales son muy costosas y por logistica de tiempo su utilidad
en la clinica esta limitada. Asi las técnicas de secuenciacion de siguiente generacion por su

factibilidad son una técnica ideal para su aplicacion clinica.



OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar variantes patogénicas asociadas a Trastornos del Desarrollo Sexual 46, XY,
46, XX vy trastornos gonadales mediante técnicas moleculares especificas para cada
trastorno, como Amplificacion Multiple de Sondas Ligadas (Multiple Ligation-Probe
Amplification -MLPA-), Secuenciacion Sanger, y secuenciacion de Siguiente Generacidén
con el protocolo de Exoma, en pacientes de la Clinica de Diferenciacion Sexual del

Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga.

OBJETIVOS PARTICULARES.

* Caracterizar variantes patogénicas con del gen CYP21A42, en pacientes con TDS 46,
XX, para integrar el diagnostico de Hiperplasia Suprarrenal Congénita.

* Identificar variantes patogénicas y estimar una frecuencia de variantes en los genes
de la enzima 5-alfa reductasa tipo 2 y en el gen del receptor de andrégenos en la
poblacion de pacientes con TDS 46,XY, mediante secuenciacion Sanger.

* Identificar variantes patogénicas en un caso familiar de TDS gonadal XX con dos
individuos afectados, mediante Secuenciacion de Siguiente Generacion con el

protocolo de Exoma, familiar.
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METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO.

Se trata de un estudio observacional, de corte transversal ya que la recoleccion de los datos
(mutaciones en genes del desarrollo gonadal) se obtuvieron en un punto en el tiempo;
descriptivo, ya que se estudiaron las diferentes mutaciones basandonos en frecuencias. Es
prolectivo porque se realizo la captacion de los pacientes, realizacion de la historia clinica
y se realizd la toma de muestra de sangre periférica para estudios complementarios tanto

citogenético como molecular. y se fueron registrando los datos encontrados .

POBLACION DEL ESTUDIO

Pacientes con diagnodstico clinico de Trastorno del Desarrollo Sexual que acuden a la
Clinica de Diferenciacion Sexual del Hospital General de México.

La muestra es por conveniencia ya que se trata de un estudio descriptivo, ademds es un
estudio exploratorio. Se integrardn mediante el muestreo antes comentado eligiendo de
forma consecutiva a cada individuo accesible con diagnostico validado de Trastorno del

Desarrollo Sexual.

Criterios de Inclusion

* Pacientes del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, que cuenten con el
diagnostico clinico de Trastorno del Desarrollo Sexual con o sin ambigiliedad genital.

* Pacientes que cuenten con cariotipo normal: 46, XX 6 46, XY.

* Pacientes que firmen el consentimiento informado.

Criterios de Exclusion
* Pacientes que presenten mutaciones ya conocidas.
* Pacientes portadores de rearreglos cromosomicos.

* Pacientes con sindromes polimalformativos.



Procedimiento.

1.

10.
11.

12.

Se recabd informacion sobre pacientes que recibieron consulta de Genética en el
Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

Se establecid contacto por primera vez con estos pacientes mediante la consulta en
el servicio de Genética, se realizd arbol genealdgico para evaluar la presencia de
familiares afectados como parte de la realizacion del expediente clinico, ademas se
realizd una ficha de criterios clinicos, la cual cuenta con datos relevantes para el
diagnostico clinico.

El grupo de genetistas que forma parte de la clinica de Diferenciacion Sexual,
valor6 a los pacientes mediante la exploracion fisica para determinar el
cumplimiento de criterios clinicos compatibles con trastorno del desarrollo sexual.
A los pacientes que aceptaron ser parte del protocolo, se les explicod las bases del
estudio de investigacion y se les otorgo el documento de consentimiento informado
para su lectura y la aclaracion de las dudas que se presentaran.

Una vez firmado el Consentimiento Informado, se procede a la toma de muestra de
10 ml de sangre periférica.

A los pacientes menores de edad, el estudio también involucrd a los padres para
analizar el estado de portadores.

Realizacion de cariotipo de sangre periférica.

En pacientes que cuenten con alteraciones cromosdmicas numéricas o estructurales
fueron excluidos del estudio.

Extraccién de ADN para iniciar protocolo molecular.

Es estudio estard dividido en tres etapas con diferente abordaje

En la primera etapa, en pacientes con complemento cromosdmico 46, XX, con datos
clinicos de sobrevirilizacion se realizd estudio molecular del gen CYP2/A42
mediante Secuenciacién Sanger y Amplificacion Multiple de Sondas Ligadas
(MLPA).

En pacientes con complemento cromosémico 46,XY, con datos clinicos positivos

para trastorno del desarrollo sexual fenotipico (Insensibilidad a Andrégenos 'y
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Deficiencia de 5 alfa reductasa tipo 2), se realizd estudio molecular de ambos genes
(AR y SRD5A42) mediante la técnica de Secuenciacion Sanger.

13. Como complemento se realiz6 analisis de secuencias del cromosoma Y, mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

14. Se selecciond un caso familiar de DSD 46,XX gonadal para el protocolo de
secuenciacion Exoma, donde se realiz6 el analisis de los pacientes afectados y de
ambos padres, para identificar variantes patogénicas hereditarias.

15. Utilizando paquetes de software bioinformatico se hard un andlisis de los datos
obtenidos de la secuenciacion masiva, para filtrar las diferentes variantes
encontradas y poder clasificarlas como patogénicas, polimorfismos o variantes de

significado incierto.



METODOS Y TECNICAS.
CARIOTIPO DE SANGRE PERIFERICA.

1.

Se realizd estudio de cariotipo de sangre periférica con bandeo GTG, con la técnica

estandar con un nivel de resolucion de 450 bandas.

EXTRACCION DE ADN

Se utilizé un kit comercial para la extraccion de ADN, de la marca Qiagen. El proceso

se realizo siguiendo las instrucciones comerciales del kit.

Se colocaron 300ul de sangre periférica en un tubo con 900 ul de solucion de
lisis para globulos rojos, se mezclod e incubd durante un minuto a temperatura
ambiente.

Se centrifugd durante 20 segundos a 13000 rpm, posteriormente se retird el
sobrenadante y se agito en el vortex para resuspender el boton.

Se agregd 300 ul de solucion de lisis celular y se resuspendié mediante pipeta
hasta obtener una solucion homogénea.

Se agregd 100 ul de solucion de precipitacion de proteinas, se agitd en vortex a
maxima velocidad duranre 30 segundos y se centrifugé a 13000 rpm durante un
minuto.

El sobrenadante restante se transfirid a un tubo con 300 ul de isopropanol, se
mezcld por inversion durante 50 segundos y posteriormente se centrifugd
durante un minuto a 13000 rpm.

Se decant¢ el isopropanol, se agregaron 300 ul de etanol al 70%, se centrifugd a
13000 rpm durante 1 minuto y se decant6 el etanol.

Posteriormente se colocaron los tubos de un desecador a velocidad media
durante 15 minutos.

El DNA obtenido se resuspendié en 50 ul de solucion de hidratacion y se
incub6 durante 1 hora a 60°C.

Finalmente se cuantificO mediante espectrofotometria y se evalué la integridad

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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3. AMPLIFICACION MULTIPLE DE SONDAS LIGADAS (MLPA).
* Reactivos.

o Buffer para MLPA.

o SALSA MLPA

o Ligasa buffer.

o Ligasa 65

o SALSA PCR primer mix.

o SALSA polimerasa.

o Formamida

o Agua destilada

* Descripcion de las sondas utilizadas.

o SALSA MLPA probemix P050-B3 CAH
Disefiada para detectar deleciones/duplicaciones de uno o mas exones de
genes cuyas sondas mencionaremos a continuacion:
= Contiene cinco sondas para el gen CYP21A2 (exones 1, 3,4,6 y 8).
= Contiene sondas para las siguientes mutaciones en el mismo gen:

delecion de 8pb, cluster E6, [172N y Q318.

» Contiene tres sondas especificas para el CYP21A1P.
» Tres sondas para al gen TNXB.
= Una sonda para en gen C44.
* Una sonda para el gen C45.
* Una sonda para el gen ATF6B.
* Dos sondas localizadas en 6p21.3.
* Una sonda especifica del cromosoma Y (UTY).

* Diezy seis sondas de referencia.

* Protocolo para una reacciéon de MLPA
* Desnaturalizacion del ADN (1 dia)
1. 5ul de ADN (20ng/ulL) en tiras de PCR (alternativamente en
placa de 48 para un total de 100 ng de reaccion).

2. Desnaturalizar a 98°C/ 5 minutos y enfriar a 25°C.



* Hibridacion del ADN (dia 1)

1.

Homogeneizar por vortexeo las soluciones “MLPA probemix” y
“MLPA buffer.

Preparar en MMH (Master Mix de Hibridacion):

Homogeneizar el MMH por vortexeo.

Tomar 3 uL de MMH para adicionar a cada una de las muestras
desnaturalizadas.

Someter a una incubacion a 95°C/1 min y luego a 60°C/16-20

horas.

* Reaccion de ligacion (dia 2)

1.

2
3.
4

Homogeneizar los dos buffers de ligasa .

Preparar el MML (Master Mix de Ligacion).

Homogeneizar suavemente el MML por pipeteo.

Después de la incubacion de las muestras a 60°C por el tiempo
antes indicado, incubar a 54°C, al alcanzar esta temperatura
afnadir a cada una 32ul. de MML y mezclar por pipeteo.
Continuar la incubacién a 54°C por 15 minutos, luego inactivar la
enzima a 98°C por 5 minutos y detener la reaccion a 20°C.

Guardar los tubos a 4°C (méaximo dejarlos asi hasta una semana).

* Reaccion de PCR (dia 2)

1.

2
3.
4

Homogeneizar el SALSA PCR primer mix por mezcla.
Precalentar en las manos a la polimerasa durante 10 minutos.
Preparar el MMP (Master Mix PCR).

Homogeneizar el MMP suavemente por pipeteo (mantener el
hielo hasta su uso).

A temperatura ambiente tomar 10 uL de MMp y afiadirlos a cada
una de las muestras ligadas. Mezclar por pipeteo suave.

Correr el siguiente programa de PCR: (95°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos)* 35 ciclos; 72°C

por 20 minutos y 15 °C por tiempo indefinido
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7.

Cubrir las reacciones con papel aluminio o meterlos en una caja
oscura, guardar a 4°C hasta una semana o a -20°C por mas

tiempo.

* Electroforesis capilar (dia 3)

1.
2.
3.

Preparar el MC (Mix de Corrida)

Homogeneizar el MC por pipeteo.

Colocar en tubos de PCR 15ul de MC y anadir 1uLL de muestra,
tomados con punta filtro. Homogeneizar por pipeteo.
Desnaturalizar a 95°C la muestra total (16ul) durante 5 minutos
y al terminar colocar inmediatamente en la placa congelada.
Agregar el contenido desnaturalizado en cada tubo a un pozo de
la placa de electroforesis.

Correr las muestras en electroforesis capilar bajo las siguientes
condiciones: temperatura del capilar 50°C por 120 segundos;
voltaje de inyeccion de 1.6 kv, tiempo de inyeccion 30 segundos;

tiempo de corrida 60 minutos a 4.8kv.

4. AMPLIFICACION DE PRODUCTOS DE SECUENCIACION DE GENES AR Y

SRD5A2.

Se realiz6 Secuenciacion de acuerdo al protocolo estandar de la técnica que se utiliza

rutinariamente, posteriormente se realizd la amplificacion de los productos de

secuenciacion como se describe a continuacion.

Analisis por PCR

Se analizaron los 5 exones y las uniones exdn-intron del gen de la 5 alfa reductasa. La

amplificacion del DNA se realiz6 a través de la reaccion en cadena de polimerasa

(PCR). Lo mismo se realizo para analizar los exones 2 al 8 del receptor de androgenos.

Los reactivos necesarios para realizar esta reaccion se observan en la tabla.



Reactivos de la PCR

Agua

Buffer 1x

ClhMg 1.5 mM

dNTP’s 200 uM

Oligo 1 0.2 uM

Oligo 2 0.2 uM

AmpliTaq Gold 1.25 Unidades/reaccion

La mezcla de los reactivos anteriores forma la Master Mix a la cual se le agrego el

DNA obtenido de cada paciente. Esta muestra se coloco en el termociclador para la

amplificacion del DNA utilizando el siguiente programa

Programa de PCR
94 °C 12 minutos 94 °C 12 minutos
94 °C 1 minuto 94 °C 45 segundos
94 °C 1 minuto 60 °C 1 minuto
72°C 1 minuto 72°C 1 minuto
72°C 7 minutos 72°C 7 minutos

Receptor de androgenos

5 alfa reductasa

Para el gen de 5 alfa reductasa se utilizaron 5 pares de oligos*® que se muestran en la

tabla 7, junto con la temperatura de alineamiento de cada uno y el tamafio esperado

del fragmento amplificado. Para el gen del receptor de andrégenos se utilizaron 7

pares de oligos que se muestran en la tabla siguiente.
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Productos amplificados por PCR

Exo6n Oligonucéotido Temp. de Fragmento
alineamiento | amplificado
Exo6n 5’-GCCGCGCTCTCTTCTGGGAG-3’ 60 °C 371 pb
1 5'-AGTGCGCTGCACTGGGCGCC-3’
Exon | 5-AACAGTGAATCCTAACCTTTCCTCCC-3’ 60 °C 245 pb
2 5"-TTGTTAGCTGGGAAGTAGGTGAGAAG-3’
Exon | 5-TGTGAAAAAAGCACCACAATCTGGA-3’ 60 °C 212 pb
3 5-GCTCCAGGGAAGAGTGAGAGTCTGG-3’
Exon | 5-TGCAATGATTGACCTTCCGATTCTTC-3’ 60 °C 241 pb
4 5'-TGTTTGGAGAAGAAGAAAGCTACGTG-3’
Exo6n 5'-TCAGCCACTGCTCCATTATATTTAC-3’ 60 °C 170 pb
5 5'-TTGACAGTTTTCATCAGCATTGTGG-3"
Productos amplificados por PCR
Exon Oligonucleotido Temp. de Fragmento
alineamiento | amplificado
Exon 5"-TTCAGTGACATGTGTTGCATTGG-3" 65 °C 262 pb
2 5-GGTTAGTGTCTCTCTCTGGAAG-3’
Exon 5-GTTTGGTGCCATACTCTGTCCAC-3’ 60 °C 300 pb
3 5-TCTGGTCTAAAGAGAGACTAG-3’
Exon | 5'-CCACTGATGATAAATTCAAGTCTCTC-3’ 60 °C 376 pb
4 5'-CTAAATATGATCCCCCTTATC-3’
Exo6n 5'-CCAACAGGGAGTCAGACTTAGC-3’ 65 °C 277 pb
5 5"-AGGTCTGGCCAAGCTGCCTG-3’
Exo6n 5-CCCTCATTCCTTTTTCCTCTG-3’ 62 °C 195 pb
6 5"-GGCATTCCCTGCACTTCTAG-3’
Exon 5-TCTAATGCTCCTTCGTGGGC-3’ 65 °C 265 pb
7 5'-CAGGGAGAACAGCCTGATAGAG-3’
Exo6n 5’-GAGGCCACCTCCTTGTCAAC-3’ 65 °C 277 pb

5-CAGATGTCTTCTGCCTGTTATAACT-3’




Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%. Las bandas que se

observaron en el peso esperado, se cortaron para preparar la reaccion de secuencia.

Extracciéon de DNA del gel

Se cort6 el gel obtenido del PCR, se peso y se le agregaron 30 ul de buffer L1 por cada 10
mg de gel. Se agitdé y se incubd a 50°C por 15 minutos (se mezcld cada 3 minutos). Se
colocd un cartucho de carga dentro de un tubo colector de 2 ml. La muestra se coloco
dentro de este cartucho y se centrifug6 a 10,000g por 1 minuto. Se elimind el filtrado y se
agregaron 500 pl de buffer solubilizador de gel L1 en el cartucho. Se incub6 a temperatura
ambiente por 1 minuto y después se centrifugd a temperatura ambiente a 10,000 g por 1
minuto. Se eliminé nuevamente el filtrado y se realizo6 el lavado del cartucho se agregaron
700 pl de buffer de lavado L2 se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por
ultimo se centrifugd a 10,000g por 1 minuto, se elimino el filtrado y se centrifugd por 1
minuto nuevamente para eliminar el buffer residual. Para la elucion del DNA se coloco el
cartucho dentro de un tubo de 1.5 ml, se adicionaron 50 ul de TE buffer en el centro de

éste, se incubd un minuto a temperatura ambiente y se centrifug6 a 10,000g por 2 minutos.

PCR de secuencia

Se utiliz6 el DNA extraido en el paso anterior y se mezcl6 con uno de los oligos y con el
reactivo Big Dye (Applied Biosystems). El programa de amplificacion que se utilizé es el

siguiente :

Programa de PCR de secuencia

96 °C 1 minuto
96 °C 30 segundos
50°C 15 segundos
60 °C 3 minutos
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Paso por columna

Se colocaron 2 tubos, cada uno con un oligo diluido (1mM). Para la hidratacién de las

columnas, éstas se lavaron con agua destilada y se agregaron 0.06 gr de sephadex una vez

que ya estan secas y limpias. Se agregaron 800 ul de agua destilada y se hidratan por 2

horas. Se colocaron en tubos de 2 ml y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 3 minutos para

eliminar el exceso de agua. La columna se coloco en tubos de 500 pl, se agreg6 el producto

de PCR (obtenido del paso anterior) sin tocar el sephadex y se centrifug6 a 3,000 rpm por 3

minutos. Se dejé secar el producto en el desecador y se resuspendio en 20 pl de Formamida

para la secuenciacion del producto de DNA secuencia especifica.

5. PROTOCOLO DE SECUENCIACION EXOMA.

Construccion de las bibliotecas gendmicas.

Cada muestra se prepard de acuerdo a los protocolos de Illumina. En resumen, se
fragment6 un microgramo de DNA gendmico mediante nebulizacion, el DNA
fragmentado es reparado colocando en su extremo 3’ una adenina, los adaptadores
de Illumina se ligan a los fragmentos y se selecciond un tamafno de 350-400 pares
de base. El producto del tamafio seleccionado es amplificado por PCR y el producto
final es validado utilizando el Agilent Bioanalyzer.

Antes de la primera reaccion de hibridacion, las diferentes bibliotecas se combinan
con diferentes indices dentro de un grupo especifico, esto previo al enriquecimiento.
Las librerias agrupadas se mezclan con las sondas de las regiones diana. El tiempo
de hibridacién recomendado asegura que las sondas se liguen a las regiones diana.
Las perlas de estreptavidina se utilizan para la captura de sondas que contienen las
regiones diana. Se realizaron tres etapas de lavados para eliminar la unién no
especifica de las perlas. Las libreria enriquecida es posteriormente eluida de las
perlas y preparada para la segunda hibridacion.

La primera elucion de la libreria de DNA se mezcla con las sondas de captura de las

regiones diana, esta segunda hibridacion tiene como propodsito asegurar que las



regiones dianas sean adicionalmente enriquecidas. Se realiza un segundo lavado,
similar al primero.
Se utiliza la PCR para amplificar el DNA enriquecido para su secuenciacion.
Los procedimientos de Axeq Technologies fueron realizados para el andlisis de
control de calidad de las bibliotecas de la muestra y cuantificacion de las plantillas
de DNA de la bibliotecas.

* Formacion de Clusters y Secuenciacion.
[llumina utiliza una Unica reacciéon de amplificacion que ocurre en la superficie de
la célula de flujo. Una célula de flujo contiene millones de clusters inicos que son
cargados al HiSeq 2000 para ciclos automatizados de extension e imagen.
La Secuenciacion de Solexa por sintesis utiliza cuatro nucledtidos de propiedad que
contienen fluoroforo reversible y propiedades de terminacion. Cada ciclo de
secuenciacion ocurre en presencia de los cuatro nucledtidos que conduce a una
mayor precision que los métodos en los que existe un solo nucledtido por cada
mezcla. Este ciclo se repite, una base a la vez, generando una serie de imagenes

cada una representando una unica extension de base en un grupo especifico.

Numero de genes diana 20794

Numero de exones diana 201121

Tamarno de regiones diana 62 Mb

Numero de sondas 340427

Porcentaje de cobertura de exones codificantes 96.4%
Tamano recomendado de la biblioteca insertada 300-400pb

6. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS.
El disefio del exoma cubre 51 Mb del genoma humano correspondiente a los exones y
regiones intronicas flanqueantes de 20766 genes en la secuencia de referencia humana
(hg19/GRCh37, publicada en febrero de 2009).
Posteriormente aproximadamente 63 millones de lecturas de tamafio promedio de 107
pb por muestra se nos enviaron en dos archivos FASTQ (un archivo por orientacion).

Cada par de archivos FASTQ se alinearon con el genoma humano (hgl9) usando
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Novoalign (http://www.novocraft.com). Todos los parametros se mantuvieron en la

configuracion redeterminada, como recomienda Novocraft.

Se empled SAMtools (http://samtools.sourceforge.net/) (Li et al.,2009) para ordenar los

archivos SAM, crear archivos BAM y generar sus archivos de indice.

Se us6 Picard (http://picard.sourceforge.net/) para eliminar todos los PCR duplicados de
los archivos BAM.

El Genome Analysus Toolkit (GATK) (McKenna et al, 2010) se usdé para

realineamientos locales, de la base de calidad y variantes. Los parametros se ajustaron
como se describe en GATK’s Bests Practice v3.
GATK generd archivos llamados variantes estandar (VCF

http://www.1000genomes.org/wiki/Analysis/Variant%20Call%20Format/vcf-variant-

call-format-version-41. Los archivos VCF fueron anotados usando snpEff

(snpeft.sourceforge.net) (Cingolani et al., 2012) y ANNOVAR (Wang et al., 2010).

A partir de este punto nuestro analisis se centrd solo en las variantes codificantes no
sindminas putativas. Se eliminaron lo que se conoce como falsos positivos por medio
de un filtro el cual verifica que cada variante cumpla con una calidad de mapeo >30,
una calidad de base >20 y una cobertura >=10 y la presencia de las variantes en lecturas
de ambas orientaciones.

Las variantes comunes se eliminaron utilizando la informacion de los alelos de

frecuencia de la NHLBI ESP (http://evs.gs.washington.edu/EVS).

Una variante comun se defini6 como variante presente en el ESP con una frecuencia
alélica menor de mas del 1%. Cada variante se anotdé como posible efecto funcional en
la proteina usando tres predictores de efectos variantes:SIFT (Kumar et al., 2009).
PolyPhen-2  (prediccion de efectos funcionales de nsSNPs humanos,

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) (Adzhubei et al., 2010) y Mutation Taster

(www.mutationtaster.org) (Schwarz 2010).

Un segundo analisis se limitd a aquellas variantes que pudieran tener un efecto en la
secuencia de codificacion de proteinas , incluyendo cambios de coddn no sinénimas,
variantes de cambio en el marco de lectura, variantes e el sitio de empalme y deleciones

€ inserciones.



Adicionalmente se aplicd filtros para considerar algunos potenciales patrones de

herencia:

* De novo. Variante nueva presente en el paciente pero en ninguno de los padres.

* Homocigoto (recesivo). Variante candidata unica presente en ambos alelos en el
paciente y en al menos uno de los alelos en cada uno de los padres.

* Heterocigoto compuesto. Dos 0 mas variantes candidatas en un solo gen con al
menos una variante candidata Uinica presente en cada uno de los padres.

* Ligada al X en pacientes masculinos. Variante candidata heredada por via materna
en el cromosoma X.

CONFIRMACION DE LAS MUTACIONES POR MEDIO DE SECUENCIACION

SANGER.

Las variantes candidatas observadas via SEC fueron confirmadas usando la técnica de

Secuenciacion tipo Sanger para validar cada mutacion probablemente deletérea y para

confirmar su presencia en estado homocigoto, heterocigoto compuesto o digénico

(seglin sea el caso) en cada paciente afectado asi como el estado heterocigoto en los

padres y hermanos no afectados; ademas en 100 controles sanos.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacion del presente trabajo se hard uso de modelos de estadistica descriptiva,
tomando en cuenta las frecuencias alélicas y genotipicas de las mutaciones y polimorfismos
encontrados en la secuenciacion.

Para los resultados de la secuenciacion exoma, se aplico filtracion discreta la cual consiste
en buscar variantes en un mismo gen en los pacientes afectados y descartar variantes
normales por comparacion con bases de datos como dbSNP y 1000 genomas.

A través de programas computacionales PolyPhen-2 y Mutation Tester se predijo la
patogenicidad de la mutacion candidata y con SIFT, un software empleado para calcular el
o los posibles cambios en la estructura de la proteina con base en el grado de conservacion
de los residuos de aminoacidos en las alineaciones de secuencias derivadas de secuencias
estrechamente relacionadas.

Se busco informacion sobre la funcioén de lo genes candidatos.

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.
Dentro de los procedimientos del presente protocolo, este proyecto estd dentro de la

categoria de riesgo menor al minimo, ya que solo se realizara la toma de muestra de sangre.



RESULTADOS.
Se reclutaron un total de 99 pacientes con diagnoéstico clinico de Trastorno del Desarrollo

Sexual, incluidos tanto fenotipos gonadales como fenotipicos.

A todos los pacientes incluidos el estudio citogenético de cariotipo en sangre periférica
mostré un complemento cromosémico 46,XX en 44 pacientes (44.5%), el restante 55.5%

mostroé un complemento 46, XY.

A los individuos con complemento 46,XX se les clasifico en gonadales y fenotipicos,
dando como resultado que un 2.3% (n=1) se colocaba dentro de los fenotipos gonadales y

el restante 97 % (43 individuos) dentro de los fenotipicos.

Los individuos con complemento 46,XY, mostraron un patrén similar ya que la gran
mayoria un 92.7% (n=51) mostraron un cuadro clinico compatible con trastorno fenotipico

y el restante 7.3% ( 4 individuos ) con un fenotipo gonadal. (Tabla 1.)

TDS 46,XX 46,XY TOTAL ‘
GONADAL 1 4 5
FENOTIPICO 43 51 94

Tabla 1. Distribucion del total de pacientes en base a fenotipo y estudio citogenético.

CARACTERIZACION MOLECULAR DE PACIENTES CON TDS 46,XX
FENOTIPICO.

1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA MUESTRA.

Se incluyeron un total de 43 pacientes con diagnostico clinico de Trastorno del Desarrollo
Sexual 46,XX fenotipico, a los cuales se les realizd estudio de MLPA y de forma
complementaria Secuenciacion Sanger del gen CYP21A42, responsable del 95% de los

casos de Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC).
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Del total de los pacientes incluidos, el 25.58% fueron del sexo de asignacion masculino

(n=11) y el 74.41% con sexo de asignacion femenino (n=32).

El arbol genealdgico mostré solamente un caso familiar con dos afectados con
caracteristicas clinicas compatibles con HSC clasica, hermanos, ambos con la forma
virilizante simple, sin embargo no fue posible el estudio del individuo III-1 ni de los

padres. Figura 1.

1 2 3 4
69 yrs 67 yrs 72 yrs 71yrs
1 2 3 4 5 6 7
U}

49 yrs 45yrs 50 yrs 48 yrs 54 yrs 51yrs 46 yrs
Congenital adrenal hyperplasia Congenital adrenal hyperplasia
2 3 4 5 6 7 8
mn
30 yrs 28 yrs 25 yrs A 21yrs 20 yrs 18 yrs 16 yrs
Congenital adrenal hyperplasia 22yrs
Congenital adrenal hyperplasia
1 2 3 4 5 6 7 8
v
8yrs 6yrs 4yrs 1yrs 2yrs 1yrs Oyrs

LEGEND
% Congenital adrenal hyperplasia

Figura 1. Arbol genealégico de familia con dos afectados.

2. HALLAZGOS CLINICOS
Del total de los pacientes con diagnostico clinico, la Hiperplasia Suprarrenal Congénita
Clasica se presento en el 16.28% de los casos (n = 7) y el 83.72% (n = 36) presentod

caracteristicas clinicas de Hiperplasia Suprarrenal Congénita no clésica .

Los datos clinicos predominantes en pacientes con diagnostico de HSC clésica son la
ambigiiedad genital, crisis hiponatrémicas y talla baja. Es importante recalcar el amplio
espectro de edades de los pacientes, por lo que las caracteristicas clinicas presentan amplia

variabilidad clinica (Tabla 2).



Tabla 2. Formas clinicas y datos clinicos relevantes en pacientes con diagndstico de HSC
clasica

PACIENTE TIPO DE HSC EDAD SEXO DE DATOS CLINICOS

ASIGNACION OBJETIVOS

1. Forma perdedora de sal. 21 dias. Femenino Ambigiiedad genital Prader
I, crisis hiponatrémicas,
insuficiencia suprarrenal.

O Forma perdedora de sal. 6 meses Femenino Ambigiiedad genital Prader
ITI, crisis hiponatrémicas,
insuficiencia suprarrenal.

3. Forma virilizante simple 22 afios Masculino Hipospadias penoescrotal,
talla baja proporcionada,
presencia de estructuras
miillerianas.

4. Forma perdedora de sal 4 meses Femenino Ambigiiedad genital, crisis
hiponatrémica severa,

5 Forma virilizante simple 12 afios Femenino Pubertad precoz, ambigiiedad

genital Prader II, hirsutismo..

Forma virilizante simple 3 afios Femenino Hipertrofia de clitoris.

Forma virilizante simple 8 afios Masculino Pubertad precoz,

hiperpigmentacion de
genitales.

N

3. ESTUDIO MOLECULAR MEDIANTE AMPLIFICACION MULTIPLE DE
SONDAS LIGADAS (MLPA) Y SECUENCIACION

Se realizé estudio molecular con la técnica de MLPA, los resultados fueron positivos para
alteraciones del gen CYP2142 en 4 de 43 pacientes, resultado que se confirmo al repetir

nuevamente el estudio. Tabla 3.
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Tabla 3. Estudio de MLPA en pacientes con diagnostico clinico de HSC clasica.

PACIENTE TIPO DE HSC RESULTADO DEL MLPA
1. Forma perdedorade  rsa 6p21(CYP21A2exons4-8)del
sal.
P Forma perdedora de 172N
sal.
3. Forma virilizante E3A8bp/E6
simple
4. Forma perdedora de [172N/dup E3
sal
5 Forma virilizante Patron normal
simple
6. Forma virilizante Patrén normal
simple
7. Forma virilizante Patron normal
simple

En todos los casos negativos al estudio por MLPA se realizd Secuenciacion Sanger. Los
resultados obtenidos mostraron mutaciones puntuales homocigotas en siete individuos,
(16.27%) y 26 polimorfismos previamente reportados del gen CYP2142, (60.24%), en el

resto de los casos no se observéd ningun cambio. Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de Secuenciacion Sanger en pacientes con HSC clasica negativos para MLPA y pacientes

con HSC no clasica.

TIPO DE HSC CLASICA HSC NO CLASICA
VARIANTE
PATOGENICA 2 0
SNP 1 29
SIN VARIANTE 0 7
Total 3 36

De los casos positivos para alteraciones del gen mediante MLPA, con deleciones y
duplicaciones todos presentaron un fenotipo severo de la enfermedad principalmente con

déficit de aldosterona y ambigiiedad genital.



En caso 1 se pudo realizar el estudio de MLPA y Secuenciacion Sanger a los padres del

individuo afectado, se pudo identificar el estado de heterocigoto en los padres, delecion del

tual en el

6n pun

J4

4 al 8 en la madre, detectado por MLPA vy el padre con una mutaci

exon

intron 2 (IVS2AS, A/C-G, -13) identificada mediante Secuenciacion Sanger, determinando

de esta forma el estado de heterocigoto compuesto en el paciente. Figuras 2,3,4 y5.
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Figura 2. Grafica del patron de CYP2/A42 en caso indice, obsérvese en la flecha la delecion de las tres

regiones correspondientes a los exones 4, 6 y 8.
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Figura 3. Grafica del patron de CYP2142 en madre del caso indice, obsérvese en la flecha la delecion de las

tres regiones correspondientes a los exones 4, 6 y 8, idéntica a la del probando..
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Figura 4. Electroferograma de Secuenciacion Sanger del gen CYP2/42 del caso indice, mutacion intronica en

la cual hay una sustitucion heterocigota de A por G (rs6467).
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Figura 5. Electroferograma del patrén de Secuenciacion Sanger del gen CYP2/42 del padre del caso indice,
se observa mutacion intronica en la cual hay una sustitucion heterocigota de A por G (rs6467), idéntica a la

del probando.

En la Figura 6 y 7 se muestra el electroferograma de uno de los pacientes positivo para dos

deleciones detectadas mediante MLPA, en el cual no fue necesario algun estudio

complementario.
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Figura 6. Electroferograma que muestra la fluorescencia de las sondas que reconocen regiones

especificas en una muestra de referencia normal.
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Figura 7. Electroferograma de caso indice donde se observa una disminucién en la sonda 01974-

LO11507 I172N en el exén 4 y de la sonda 05477-L04895 Q818X en el exdn 8.



CARACTERIZACION MOLECULAR DE INDIVIDUOS CON TDS 46, XY
FENOTIPICO.

1.

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA MUESTRA.

Se incluyeron en esta etapa a 55 pacientes con cariotipo 46,XY, de los cuales cuatro
pacientes presentaron fenotipo gonadal, el resto se clasifico en tres fenotipos
diferentes y se entraron a la etapa de secuenciacion de los genes AR 'y SDR5A2 .

(Tabla 5).

FENOTIPO TOTAL DE
INDIVIDUOS
I Insensibilidad parcial a los 27
androgenos
11 Sindrome de deficiencia de 18

cinco alfa reductasa tipo 2

111 TDS 46,XY 6

Tabla 5. Clasificacion de fenotipos en pacientes con TDS 46,XY

Del total de los pacientes integrados en este grupo un 15.6% ( 8 individuos ) tienen
sexo de asignacion masculino, el resto presentan un sexo de asignacion femenino,

ningun paciente tuvo que reasignarse.

En el anélisis del arbol genealogico se vio una agregacion familiar en dos casos, en
los cuales la presentacion clinica sugiere un patron de herencia autosdémico recesivo
o ligado al X, donde los afectados presentaron grados variables de ambigiiedad

genital sin otros datos clinicos.
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2. CARACTERIZACION MOLECULAR DE GENES AR Y SDR5A2.
El grupo 1 que se conformd de 27 pacientes donde se estudiaron los 8 exones del
receptor de androgenos (RA). El estudio de secuenciacion identifico 4 casos
(14.81%) en los que se encontr6 una variante patogénica en el gen AR.
En el caso No. 3 se observd una transicion de A por G en la base 2704 del exén 6,
esta sustitucion provoca un cambio de tirosina (Y) por cisteina (C) en el a.a. 781

que corresponde al dominio de union al esteroide (Figura 8).

250 Y 260 30 Y 40
CCGGATGTACAGCCAGT CCGGATGTULHLLAGC CAGT
M N

|?’ : ". ) [ /o

Fig. 8 Caso No. 3, ¢.2704 A>G Sustitucion en el aminoacido Y781C.

La figura 9 muestra la mutacion identificada en el caso No. 4 donde se observé una
transversion de T por A en la base 2884 del exdn 7, esta sustitucion cambia una
isoleucina por una asparagina en el a.a. 841 que corresponde al dominio de unién al
esteroide. El cambio de un aminoécido hidrofobico por un aminoacido polar sin

carga genera falta de union de la hormona al receptor.

Fig. 9 Caso No. 4 Sustitucion en el aminoacido I 841N.

El caso No. 9 mostrd una transiciéon de A por G en la base 3075 del exon 8, esta
sustitucion cambia una lisina por un acido glutdmico en el aminoacido 905 que
corresponde al dominio de union al esteroide. El cambio de un aminoacido basico
por uno acido en este dominio reduce la afinidad de union del esteroide al receptor

(Fig 10).



70 ¥ 280
AAGTGCCCRAGATCCTT

130 v 140
AAGTGC CC[GAG ATCCTT

Fig. 10 Caso no. 9. Sustitucion en el aminoacido K90SE.

El caso No. 48 mostr6 una transicion de una T por C en la base 3100 del exon 8,
esta sustitucioén provoca el cambio de una prolina por una leucina en el aminoacido

932 que corresponde al dominio de union al ligando.

C A A G 2 C AT T AT oA s G C o C oA T ST & T

Fig. 11 Caso No. 48 Sustitucion en el aminoacido P932L

De los 23 casos restantes en donde clinicamente habian sido incluidos como
Insensibilidad a la accion de los androgenos y en los que no se observaron
mutaciones en el gen AR, se realiz6 el estudio molecular de los 5 exones del gen
SRD5A2. En este grupo de pacientes se identificaron 3/23 casos (13.04%) con

mutaciones en este gen.

La figura 12 muestra la mutacion en el caso No.8 que mostroé ser un heterocigoto
compuesto, un alelo es portador de una transversion G por T en el exon 4, esta
modificacién cambia el aminoacido acido glutdmico por un acido aspartico en el
aminoacido 197 (E197D). En el otro alelo se identificd una transiciéon de C por T en

el exén 4, esta origina un codon de paro en el aminoacido 227 (R227stop).
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Fig. 12 Caso No. 8 (A) E197D, (B) R227stop

El caso No. 28 presentd una transicion heterocigota G por A en el exdén 1, esta

sustitucion provoca el cambio de una glicina por una arginina en el aminoacido 34

como una mutacion puntual. (Figura 13).

G GCTAC G GG 244G CAC

Fig. 13 Caso No. 28 Sustitucién en el aminoicido G34R.

En el caso No. 44 se presento una transversion G por C en el exon 1 del gen, esta
sustitucion ocasiona el cambio de un acido glutdmico por una glutamina en el

aminoacido 57 (Q57E). (Figural4).



190
cCCTGCA2G66G A2G6CTGCCTT

320 330
CCTGC A2GC &42GCTGCICTT

Fig. 14 Caso No. 44 Sustitucion en el aminoacido QS7E.

El estudio molecular del grupo 2, se formo6 por 18 casos que ingresaron al estudio
con diagnostico clinico de deficiencia de 5 alfa reductasa tipo 2. En estos pacientes
de manera inicial se realiz6 estudio molecular de los 5 exones y uniones exon/intron
del gen de Salfa reductasa tipo 2. Se identificaron mutaciones en 3/18 de estas casos
(16.6%).

El caso No. 20 presentd una transicion de una G por A en el exon 2, esta
sustitucidon provoca un cambio de glicina (G) por acido aspartico (D) en el a.a. 115

(Figura 15).

70

Fig. 15 Caso No. 20. Sustitucién en el aminoacido G115D.
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El caso No. 45 presentd una sustitucion homocigota de una Citosina (CGG) por una

Timina (TGG) en el exén 5, esta sustitucion provoca un cambio de una Arginina por

un Triptofano en el aminoacido 246 (R246W). (Figura 16)

Fig. 16 Caso No.45 Sustitucion en el aminoacido R246W

El caso No. 47 presentd una transicion homocigota de una C por T en el exén 4,

esta sustitucion origina un codén de terminacion (UGA); R227stop. (Figura 17).

Fig. 17 Caso No. 47 Sustitucion en el aminoacido R227stop

En los 15 casos restantes en donde no se identificaron mutaciones en SRD5A2 se

les realiz6 estudio molecular del gen AR.

En el caso 46 (1/15) se identifico una sustitucion de una C por una T en el exon 8
del Receptor de Androgenos esta sustitucion origina cambio del triplete AGC por

AGT que corresponde a una serina en el aminoacido 888 (S888S) (Figura 18).



Fig. 18 Caso No.46 Sustitucion en el aminoacido S888S

En el grupo 3, los pacientes incluidos Uinicamente con diagnostico de alteracion en
la diferenciacion sexual 46,XY por probable deficiencia en la sintesis o accion de
los andrégenos. Este grupo contd con 6 casos de pacientes con ambigiiedad genital,
cariotipo 46,XY normal y presencia de tejido testicular funcional En estos casos se

realizé simultdneamente el estudio de los dos genes de estudio.

En el caso No. 39 se observo una transicion de G por A, en el exon 7 del gen AR.
Esta modificacion ocasiona el cambio del aminodcido Arginina por una Histidina en
el aminoacido 317 (R317H) que corresponde al dominio de union del ligando.

(Figura 19)

Fig. 19 Caso No. 39 cambio de aminoédcido R317H
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El andlisis de los 49 pacientes incluidos en el presente estudio mostraron
mutaciones en 12 casos en los genes de interés lo que corresponde al 24.4%. En
75.6% de los individuos estudiados no se observaron alteraciones en ninguno de los

dos genes involucrados (AR y SRD5A42).

SECUENCIACION EXOMA

El protocolo de secuenciacion exoma se realizd en un caso familiar donde el
probando cuenta con el diagnostico de TDS 46,XX testicular, corroborado,
clinicamente y mediante estudios complementarios como perfil hormonal y estudios
de imagen de region urogenital; el caso indice cuenta con una hermana menor la
cual cuenta con el diagnostico de TDS 46,XX Ovotesticular corroborado tanto por
clinica como por estudio histopatologico de la gonada. En la figura 20 se ilustra el

arbol genealdgico de la familia estudiada.

60 yrs 59 yrs 64 yrs 59 yrs

38 yrs 26 yrs 35yrs 32yrs 45 yrs 43 yrs 41 yrs 40 yrs 36 yrs 28 yrs
A 6 yrs
851-15, 11 yrs EDS, 6yrs
EDS

Fig. 20. Arbol genealogico de familia estudiada mendiante protocolo de secuenciaciéon exoma.

El arbol genealdgico sugiere un patrén de herencia autosomico recesivo, donde los
afectados tiene genotipos homocigotos o heterocigotos compuestos y los padres
cuentan con un genotipo heterocigoto para la variante patogénica. Siguiendo esta
logica es como se analizaron los resultados obtenidos del protocolo de

secuenciacion exoma.




Los resultados de la secuenciacion exoma mostraron una gran cantidad de variantes

encontradas, las cuales fueron reportadas en los archivos FASTQ. Estas variantes

fueron estudiadas mediante un analisis bioinforméatico descrito previamente, el cual

fue realizado en colaboracion con el Deparamento de Genomica del Broad Intitute

en Estados Unidos. Posterior a este analisis se filtraron una gran cantidad de

variantes para quedar como probables solamente diez, las cuales se ilustran en la

tabla 6.

Tabla 6. Genes candidatos en resultado de secuenciaciéon Exoma.

Loc.y
variante

Tipo de
variante

Probando

Padre

Hermana

SASH1 Cr. 6 Sin sentido A/A G/A G/A A/A
G>A R>Q

UNC454 Cr. 15 Sin sentido C/C G/C G/C C/C
G>C R>P

KRTAPY- | Cr.17 Marco de TGC.../T | T/TGC... T/TGC TGC.../TGC..

1 T>TGCTGTG lectura GC..
GGTCCAGC C>CCGSS

PAPSS2 Cr. 10 Sitio de G/A G/G G/G G/A
G>A empalme

BCLAFI Cr. 6 Sitio de A/T A/A A/A A/T
A>T empalme

ESRRA Cr.11 Sentido T/C T/T T/T T/C
>C equivocado

L>P

CYP345 Cr.7 Sitio de A/G A/G A/A A/G
A>G empalme

WAC Cr. 10 Sin sentido G/T G/T G/G G/T
G>TC E>*

ADAMS Cr. 10 Sitio de A/C A/C A/A A/C
A>C empalme

ZNF93 Cr. 19 Sin sentido G/A G/A G/G G/A
G>A W>*
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De los genes candidatos resultado del andlisis bioinformatico, se realizd validacion
por medio de Secuenciacion Sanger, de las diez variantes encontradas para
corroborar el diagndstico molecular.

Se corrobor6 mediante Secuenciacion Sanger la variante c¢.11+2T>C en el gen
ADAMS que se presenta en forma heterocigota en los casos afectados y
heterocigotos en el padre quien se considera portador sano.

Esta variante afecta el sitio de empalme y se codifican 43 tripletes del intron 11 y se
genera un codon de paro que trunca la proteina.

Esta variante encontrada fue validada mediante la secuenciacion Sanger en 600

cromosomas con lo que se descartd que se trate de una variante polimorfica.



DISCUSION

El presente estudio describe un grupo de pacientes con diagnodstico clinico de
Trastorno del Desarrollo Sexual. Se incluyeron tanto pacientes lactantes como
adultos. La clasificacion de acuerdo a los fenotipos clinicos, permitid realizar un
abordaje diferente en los diferentes subgrupos de pacientes estudiados.

Los TDS son entidades clinicamente heterogéneas las cuales cuentan con una
variabilidad fenotipica amplia, por lo que en su primer abordaje se clasifican de
acuerdo a sus caracteristicas clinicas, hormonales y cromosomicas (Hughes 2006).
Dentro de nuestro grupo de estudio se clasificaron a los pacientes en dos grupos
tomando en cuenta la fisiopatologia: los TDS gonadales y los TDS fenotipicos.

Se utilizaron tres abordajes moleculares diferentes tomando en cuenta la valoracién
clinica inicial, eso con el fin de obtener la mayor tasa de éxito de diagnostico
molecular.

En el primer grupo de pacientes los cuales incluyeron individuos con diagnostico
clinico de TDS 46,XX, cuya causa principal es la Hiperplasia Suprarrenal
Congénita, se realizo abordaje molecular para analizar variantes en la region 6p21.
Este grupo de pacientes fue valorado clinicamente tanto por el servicio de genética
como por el servicio de endocrinologia y se corrobord el diagnostico clinico y
hormonal.

La Hiperplasia Suprarrenal Congénita, es un grupo heterogéneo de trastornos
autosémicos recesivos, que son resultado de la deficiencia enzimatica involucrada
en la sintesis de cortisol en la corteza adrenal. Existen formas raras las cuales son
poco frecuentes y se requiere su estudio para lograr identificar las variantes no
detectadas por los métodos estandar (Speiser W, 2003).

En nuestro grupo de estudio se aplico la técnica de MLPA a todos los pacientes,
teniendo un resultado positivo en 57% de los pacientes con la presentacion clasica
(4/7) lo cual se asemeja a los reportes publicados por el grupo italiano en 2009,
quienes reportaron resultados positivos en 9 de 18 pacientes, identificando tanto
deleciones como duplicaciones del gen CYP21A42.(27)

En nuestro estudio se reportaron la mayor parte de los resultados positivos en

pacientes con diagnostico de formas cldsicas de hiperplasia suprarrenal congénita,
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por lo que se puede realizar una correlacion genotipo fenotipo en la que se confirma
que las formas mas severas de la enfermedad se asocian a deleciones del gen en su
gran mayoria, los tres pacientes que reportamos con la forma clasica perdedora de
sal, en su totalidad presentaron resultado positivo para el MLPA. En el estudio de
New et al (28) se estudiaron 1507 pacientes con diagnéstico de hiperplasia
suprarrenal congénita y se analizaron los genotipos de las tres formas clinicas
debidas a deficiencia de 21- hidroxilasa (virilizante simple, perdedora de sal y no
clasica) y reportan que las formas perdedoras de sal se asocian a deleciones
presentes de forma homocigota, pero las formas virilizantes simples tienen un
mayor rango de variabilidad genotipica que puede incluir desde deleciones hasta
mutaciones puntuales. En nuestro estudio los tres pacientes con las formas
perdedora de sal presentaron, el primero delecion homocigota en exones 4 al 8, lo
que corresponde perfectamente a lo reportado previamente, en el segundo paciente
se encontrd la variante 1172N de forma homocigota, en la cohorte estudiada este
genotipo se asocid en su mayoria en pacientes con la forma virilizante simple; y el
tercer paciente que cuenta con un genotipo heterocigoto compuesto el cual presenta
un alelo con la variante 1172N y la otra con una duplicacién en la secuencia Q318X,
lo cual no esta reportado en la cohorte mencionada previamente. Se requiere un
numero de individuos mayor, lo que nos permita hacer una correcta valoracion de
esta probable correlacion genotipo fenotipo.

En las formas clinicas no clésicas, se es realizo la secuenciacion Sanger de todo el
gen CYP21A2, en busqueda de variantes asociadas a deficiencias leves. Nuestro
estudio reportd una variedad grande de polimorfismos en todos los pacientes
reportados sin encontrar variantes patogénicas asociadas, estos polimorfismos por si
mismos no generan una deficiencia especifica, sino que pueden estar relacionados
con la actividad enzimética y afectar su estructura. En la cohorte de pacientes con
hiperplasia suprarrenal congénita reportada por New et al, los pacientes con las
formas no clasicas presentaron mayor frecuencia de la variante V281L, dato no
encontrado en nuestros casos.

El abordaje molecular de pacientes con diagnostico clinico de trastorno del

desarrollo sexual 46,XY fenotipico, se realizd de acuerdo a lo descrito en la



literatura. En este grupo de pacientes la literatura reporta que entre las causas mas
frecuentes se encuentra el espectro de mutaciones en el gen del receptor de
andrégenos que cuenta con los fenotipos de insensibilidad completa y parcial a la
accion de los androgenos; y también los fenotipos asociados a deficiencia de la
enzima 5 alfa reductasa 2, la cual es fundamental para el desarrollo fenotipico de
genitales externos (26).

Se clasificaron a los pacientes en tres subgrupos de acuerdo a las caracteristicas
fenotipicas en pacientes con insensibilidad parcial a los androgenos, deficiencia de

5 alfa reductasa 2 y pacientes con TDS 46, XY sin causa especificada.

En el primer grupo con diagnostico clinico de Insensibilidad Parcial a los
androgenos se analizaron 27 pacientes, el 14.8% (4/27) mostr6 mutaciones en el
receptor de androgenos. En cuatro casos las mutaciones se identificaron en el sitio
de unidn al esteroide y fueron: una transicion de Adenina por Guanina en el exon 6,
una transversion de Timina por Adenina en el exdn 7, una transicion de Adenina por
Guanina en el exon 8. y una transicion de Timina por Citosina en el ex6n 8. Hasta la
fecha se han descrito mas de 400 mutaciones y en su mayoria son por sustitucion de
nucledtidos con error de sentido y/o sin sentido. De acuerdo con los datos
reportados en otras series los cambios aqui identificados se localizaron en el sitio de
union al esteroide. Las secuencias del gen que codifican para el dominio de union al
ligado (exon 5 y 7) y son considerados como puntos calientes (hot spots) para la
apariciéon de mutaciones. Las alteraciones que se encuentran en el resto del gen se
observan con mayor frecuencia en los aminoacidos mas conservados a lo largo de la
evolucion. Sin que exista una correlacion genotipo-fenotipo bien documentada
algunos autores han reportado que mutaciones que abaten por completo la union al

DNA conducen al fenotipo completo.

La frecuencia de mutaciones en el gen RA, en pacientes PAIS no ha sido
determinada con exactitud, sin embargo, se estima que en casos esporadicos esta es
menor al 30% (15-32%). En este trabajo se identificaron mutaciones en 14.8% de
los pacientes, aun asi nuestra frecuencia de mutaciones en los individuos con PAIS

es menor a lo reportado en la literatura. (29) La insensibilidad parcial a la accion ha
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sido un modelo para estudiar enfermedades por alteraciones en co-reguladores, estos
son un grupo de proteinas que modulan la transactivacion trascripcional. Los
receptores de hormonas esteroides como el RA, el receptor de estrogenos, el
receptor de glucocorticoides son factores de transcripcion dependientes de ligando y
pertenecen a una super familia de receptores nucleares. Estos receptores unen sus
respectivos elementos de respuesta hormonal en la region promotora y asi regulan la
expresion (30). Cualquier alteracion en las proteinas que regulan la transcripcion
modifican la transactivacion del gen, esto tiene un efecto fisiologico sobre el
individuo. A este grupo de enfermedades se les conoce como “transcription factor
disease” (enfermedades de los factores de trascripcion). En estos casos no se
identifican mutaciones en el gen de estudio pero las caracteristicas clinicas y
bioquimicas son compatibles con la enfermedad, por lo que se ha asociado a
mutaciones o alteraciones en moléculas co-reguladoras que al modificar la
transactivacion del gen se observa el fenotipo relacionado con la enfermedad en
estos casos insensibilidad parcial a la accion de los androgenos (31). Esta familia de
receptores nucleares comparten varias regiones estructurales, como el sitio de
transactivacion, el de union al DNA y el del ligando, el sitio de funcion de
activacion 1 (AF-1) en la region NH2 y el de activacion 2 (AF2) en la C-terminal.
El AF-2 es bastante conservado entre los diferentes receptores, sin embargo, el AF-
1 tiene una gran variacion entre ellos. Una vez que se ha unido el ligando al
receptor, este tiene un cambio conformacional en su estructura para poder
translocarse al nucleo. Las proteinas co-reguladoras unen al receptor y modulan la
actividad trascripcional del receptor en la region promotora y en el tejido especifico.
Existen dos tipos de co-reguladores los activadores y los represores. Los defectos en
el RA forman parte de este grupo de enfermedades junto con otros modelos como el
Sindrome de Rubinstein-Taybi (RTS), a la resistencia multiple de las hormonas
tiroideas o Sindrome de Refetoff (RTH) (32). Estudios en algunos de estos
cofactores como ARA 70, fue realizada en pacientes con insensibilidad parcial a la
accion de los androgenos con la finalidad de identificar si alteraciones en este co-
regulador participaban en la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, no se

encontraron anomalias. (33) Recientemente se ha visto que alteraciones en la



molécula co-chaperona FKBP52 disminuye la actividad androgénica (34), y 3).
Otra posibilidad que tiene que considerarse aquellos casos en donde no se
identifican mutaciones es la posible presencia de mosaicismos en las que un
individuo puede tener lineas celulares mutantes (genitales) y lineas celulares sin la
mutacion (sangre), por lo que la prueba molecular no detectaria la alteracion. La
variabilidad de el PAIS por genotipo-fenotipo se da en casos de mosaicismo

somatico.

La segunda causa mas frecuente son los defectos en la enzima 5 alfa reductasa 2,
que en edad pediatrica se observa con un fenotipo clinicamente similar al IPAA. El
estudio molecular de 5alfa red identifico en el 13% una mutacion de Salfa (3/23) en
estos casos las pruebas de reserva testicular y la relacion T/DHT no mostraron ser
de utilidad para el diagnostico, ninguno de los casos tenia estos parametros

considerados como diagnostico alterados.

De los casos restantes con diagnéstico de IPAA que no se les encontrd ninguna
mutacion y se les realizo el estudio molecular del gen SDR542 en solo tres casos se
observaron mutaciones que fueron: una transicion heterocigota Guanina por
Adenina en el exon 1, esta sustitucion provoca una mutacion puntual, una
transversion Guanina por Citosina en el exon 1 y en un paciente se encontraron Un
heterocigoto compuesto ya que en el exén 4 se encontraron dos mutaciones; una
transversion Guanina por Timina y una transicion de Citosina por Timina, que
origina una codon de paro. Estos cambios se ha identificado en la poblacion
mexicano-norteamericana y en otros grupos étnicos como los vietnamitas y los
sicilianos, de forma homocigota (35,36). Sin embargo la presencia del genotipo
heterocigoto en este ultimo caso no explica el fenotipo de ambigiiedad genital ya
que se requiere la alteracion de ambos alelos por tratarse de una patologia
autosémica recesiva. Estos hallazgos confirman nuevamente que los estudios
clinicos y bioquimicos no son diagndsticos en muchos de los casos y que es
necesario realizar estudios moleculares, otro punto importante a comentar es como

lo fenotipos clinicos se pueden imbricar.
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El segundo grupo con diagndstico clinico de Deficiencia de 5 alfa reductasa 2;
mostro en los 18 pacientes que lo conformaron que todos los casos tuvieron
caracteristicas clinicas y bioquimicas (relacion T/DHT mayor de 15) compatibles
con el diagnostico. Hasta la fecha se requieren estos parametros indispensables para
integrar el diagnoéstico clinico; sin embargo, no se conoce con certeza la sensibilidad
de estos criterios, por lo que el diagndstico molecular se considera como el estandar

de oro.

El diagnostico de déficit de Salfa reductasa 2 por mediciones hormonales es mucho
mas sencillo de comprobar después de la pubertad ya que en estos casos se
documenta en todos los casos una relacion testosterona/DHT anormalmente alta.
(37). Sin embargo, en edad pediatrica el diagnostico precoz del déficit de Salfa
reductasa 2 es importante debido a la influencia sobre la asignacion de sexo en el
lactante afecto. La presencia de DHT aun en pequefias cantidades es el principal
ligando del receptor de androgenos y por lo tanto el principal agente causal de la
virilizacidon. La frecuencia de esta patologia no se conoce, aunque se ha reportado
una mayor incidencia en paises como Republica Dominicana, Turquia y algunas
tribus de Nueva Guinea, posiblemente debido a la elevada consanguinidad en estos

paises (38).

En el 16.6 % (3/18) se identificaron cambios en la secuencia del DNA de este gen,
las mutaciones que se identificaron fueron principalmente una transicion de una
Guanina por Adenina en el ex6n 2, ya reportada anteriormente (39). Esta mutacion,
junto con otras también ha sido reportada en poblacidon mexicana (40) y en un
individuo de un grupo étnico de Jordania radicado en Nueva York (37), una
sustitucion homocigota de una Citosina por una Timina en el exén 5 y una
transicion homocigota de una Citosina por Timina en el exén 4, que origina un

codon de terminacion.

El trastorno se hereda con caracter autosémico recesivo y es genéticamente
heterogéneo, se han descrito mas de 20 mutaciones y la variacién fenotipica es

amplia, atn en individuos pertenecientes a la misma familia y con la misma



mutacion. Las mutaciones han sido descritas a lo largo de todo el gen y no se ha
identificado un sitio especifico para la presentacion de éstas. Se ha visto que los
cambios mutacionales de los exones 2 y 5 disminuyen la afinidad de la enzima por
su sustrato (testosterona) en tanto que las mutaciones presentes en los exones 1 y 4
que afectan al -3" y al carboxilo terminal se asocian con una disminucion de la
afinidad por el cofactor NADPH (41). Se han encontrado mas de 30 mutaciones con
error de sentido, estas se asocian con menos del 0.4% Imperato-McGinley y cols.
Describieron un aislado geografico y cultural de seuohermafroditas varones con
déficit de Salfa-reductasa, que se masculinizaron en la pubertad. En otro aislado
genético de pacientes con déficit en la Eastern Highlands Province de Guinea Nueva
Papta, el papel de género parecid afectarse de modo primario por factores sociales
experienciales y culturales, en vez de por mecanismos hormonales (37). Se pueden
presentar mutaciones heterocigotas compuestas. Los casos restantes con diagnostico
de Deficiencia a la Salfa reductasa que no se les encontr6 ninguna mutacion se les
realizd el estudio molecular del gen AR, de los cuales solo un caso manifestd

mutacion. (1/15).

Finalmente el tercer grupo, en donde se tomaron en cuenta a 4 pacientes que
presentaban ambigiiedad genital, cariotipo 46,XY normal y tejido testicular
funcional, se les realizaron ambos estudios moleculares (RA Y SRDAS2), solo en
uno se identificd mutacion en el Receptor de Androgenos y heterocigosidad para el
gen de 5 alfa reductasa 2.

Present6 una transicion de Guanina por Adenina, esta modificacion ocasiona el
cambio del aminoacido Arginina por una Histidina en el aminoacido 317 del exén 7

del gen AR, que corresponde al dominio de union del ligando.

Y en el andlisis del gen SDR5A2, se identifico una mutacion heterocigota; uno de
los alelos es portador de una transicion de Guanina por Adenina en el exén 1.
Aunque este grupo es pequefio, se observo que el 25% tenian un defecto molecular
en los genes de estudio lo que lleva a sugerir que en aquellos casos en donde los
estudios clinicos y bioquimicos no sean concluyentes, y que el fenotipo se

imbrinque con las dos patologia habrd que realizar ambos estudios de forma
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simultdnea, con la finalidad de poder tener un diagndstico preciso en donde se
puedan normar conductas terapéuticas lo mas acertadas posibles.

En los casos restantes donde no se identificaron mutaciones es importante comentar
que pueden tratarse de otros desordenes en la via de sintesis de androgenos como
17B-Hidroxiesteroide dehidrogenasa-3; ya que mutaciones en este gen causa

fenotipos similares a la IAA al nacimiento.

En la Gltima parte de nuestro estudio se realiz6 el analisis molecular de una familia
con dos individuos afectados con el diagnoéstico clinico de trastorno del desarrollo
sexual 46,XX testicular y trastorno del desarrollo sexual ovotesticular, en caso
indice y hermana respectivamente. Los pacientes estudiados fueron estudiados en
busca de mutaciones en el gen SRY, ambos pacientes presentaron ausencia de
secuencia de este gen.

El TDS 46, XX testicular se clasifica molecularmente basado en la presencia o
ausencia del gen SRY. Alrededor de 90% de los individuos con TDS 46,XX
testicular tienen material del cromosoma Y que incluye el gen SRY, que usualmente
esta translocado en la porcion mas distal del brazo corto del cromosoma X; (26) esto
es el resultado de un intercambio aberrante entre el cromosoma Y y el cromosoma
X durante la meiosis I en la gametogénesis paterna, aunque se han reportado casos
de translocacion de SRY en autosomas. (42). El fenotipo de los individuos con esta
caracteristica tiene una amplia variabilidad, desde genitales externos e internos
normales hasta caracteristicas de caracteres sexuales secundarios anormales,
testiculos pequefios con hipospadias. Esta variacion fenotipica depende
primariamente de dos mecanismos posibles: el primero depende del patron de
inactivacion del cromosoma X y el segundo de la cantidad de material del
cromosoma Y que fue translocado hacia el cromosoma X. Un fenotipo masculino
normal se muestra como resultado de un fragmento de mayor tamafio de Yp
translocado en el cromosoma X, que incluye el gen SRY, este fragmento por su
longitud protege al gen SRY del silenciamiento diferencial de la inactivacion del X.

Adicionalmente, la variabilidad fenotipica podria estar asociada con variantes



polimorficas y variantes en el numero de copias de genes en cromosoma X como
NROBI y TAF7L.(26).

El porcentaje restante denominados SRY-negativos, se producen principalmente por
dos mecanismos fisiopatogénicos, el primero una sobreexpresion de genes
protesticulo como SOX9, SOX3, SOX10, y el segundo mecanismo estd relacionado
con una expresion disminuida de genes pro ovario como WNT4, RSPOI y FOXL2.
(43).

El trastorno del desarrollo sexual ovotesticular es una forma poco frecuente de TDS,
con una prevalencia y cariotipos variables en diferentes regiones del mundo. Sin
embargo todos los estudios concuerdan que el complemento 46,XX es el cariotipo
mas comun observado en sangre periférica, en un rango de 65-90% (44, 45 y 46).
Los casos restantes son portadores de un cromosoma Y (46,XY, 46,XX/46,XY u
otro tipo de mosaicismos), lo cual explica el desarrollo de tejido testicular. En
pacientes 46,XX con DSD ovotesticular y testicular, el gen SRY puede estar
presente, debido a una translocacion hacia el cromosoma X o de forma mas rara
hacia un autosoma. Una precisa estimacion de frecuencia de SRY-positivo en
pacientes con TDS 46,XX es dificultosa debido a la presencia de mosaicos bajos
incluso a nivel germinal, no detectables en sangre periférica.(43).

En nuestro estudio, ambos pacientes afectados presentaron secuencias del Y
negativas, por lo que se descarta que sean parte de ese gran porcentaje de pacientes
con cariotipos 46,XX con SRY- positivos.

Se realizo el protocolo de secuenciacion exoma a la familia seleccionada, y luego
del protocolo comentado en el apartado de resultados, se determin6 que la variante
encontrada en el gen ADAMS, es la variante patogénica que explica el fenotipo de
ambos pacientes.

El gen ADAMS codifica para el dominio 8 de la metalopeptidasa de ADAM
(ADAM Metallopeptidase Domain 8), ubicado en 10g26.3. Los miembros de la
famila ADAM son proteinas ancladas a la membrana estructuralmente relacionadas
con las desintegrinas en especies de serpientes venenosas, han sido implicadas en
una gran variedad de procesos bioldgicos involucrando interacciones célula — célula

y célula matriz, incluyendo fertilidad, desarrollo muscular y neurogénesis.
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Utilizando hibridacion in situ, Kelly et al (47), detectaron expresion de Adam8 en
c¢lulas maternas en la decidua y en derivados del trofoblasto en embriones de 8.5
dias, pero no se identifico en células propias del embrion. En estadios posteriores,
Adam8 se expres6 de forma transitoria en tejidos embrionarios, predominantemente
en sistema nervioso central, gonadas, primordios de cartilago y epitelios, tejidos
adyacentes a vasos mayores y cé€lulas endoteliales linfaticas.

En el estudio de Beverdam y Koopman (48) se genero y caracterizd una nueva linea
murina transgénica en la cual la expresion de una proteina potenciadora fluorescente
se encuentra bajo el control de un fragmento del promotor de Sf1 exclusivamente en
células somaticas gonadales tanto masculinas como femeninas. Esta line celular
murina permitido determinar perfiles de expresion en las células somaticas
gonadales durante el periodo critico de de la determinacion sexual masculina.
Aunque se identificaron algunos genes con roles ya conocidos durante el desarrollo
temprano de la gonada, también fueron identificados genes que no cuentan con un
reporte ni estructural ni funcional. Adicionalmente se encontraron ortélogos
humanos que en el mapeo de loci cromosémicos ya conocidos, se han asociado a
trastornos del desarrollo sexual desde disgenesias gonadales, reversiones sexuales
hasta fenotipos leves como hipospadias y criptorquidias. Notablemente, genes como
ADAMS, PIK3AP1, PNLIPRPI, SFXN3, SCL18A2, TRIM47 y algunos otros fueron
mapeados en la region 10q, la cual ya se reportd como una regiéon asociada con
disgenesia gonadal y ambigiiedad genital, lo cual los convierte en excelentes genes
candidatos de patologia gonadal.

Dentro de perfiles de expresion analizados en modelos murinos durante el desarrollo
de la gonada primitiva y el proceso de determinacion sexual, se lograron identificar
aproximadamente 2300 genes que exhiben patrones de expresion especificos tanto
para gonada masculina como femenina, dentro de los genes encontrados en estos
perfiles de expresion se tiene que ADAMS incrementa su expresion 2.4 veces mas
durante este periodo de desarrollo gonadal, principalmente ovarico como lo
demuestra el estudio de Nef et al. Este estudio también provee una gran cantidad de
genes candidatos a ser responsables de trastornos del desarrollo sexual debido a su

expresion diferencial en tejidos gonadales durante el desarrollo embrionario (49).



Es también reconocido el papel de otras proteinas ADAM en el desarrollo
genitourinario, como Adamtsl6, que se coexpresa con la proteina del tumor de
Wilms (Wtl) durante el desarrollo de los glomérulos en los rifiones embrionarios.
Ademas Adamts16 fue detectado mediante hibridacion in situ de ARN mensajero e
inmunohistoquimica también en génadas embrionarias, en espermatides y células de
la granulosa de testiculos y ovarios adultos respectivamente. La interaccion del
factor de transcripcion Wtl con el gen ADAMTSI16 puede jugar un rol importante en
el desarrollo gonadal. Wtl actia en multiples pasos durante el desarrollo gonadal,
ya que en ratones W71 nulos la cresta gonadal degenera por apoptosis generando
agenesia gonadal. En los resultados de este estudio indican que WTI controla la
expresion de ADAMTSI6 en las gonadas en desarrollo durante el evento de la
determinacion gonadal, asi, el silenciamiento de W71, incrementa los transcritos de
ADAMTSI6. Se sugiere que ADAMTSI16 se sobreexpresa en las gonadas femeninas

en desarrollo y alguna variante en su secuencia altera el desarrollo ovarico.
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CONCLUSIONES.

El presente estudio permitio realizar un andlisis clinico molecular los trastornos del
desarrollo sexual, mediante la aplicacion de diferentes técnicas moleculares,
mostrando gran utilidad en los diferentes fenotipos clinicos.

Se reportd la primera familia mexicana con mutacion en el gen ADAMS, cuya
variante patogénica se asocia a un TDS 46, XX testicular y ovotesticular, no
reportada previamente en humanos, lo cual prueba su intervencion durante el
desarrollo gonadal temprano. Con esto se resalta la gran complejidad de la red de
genes relacionadas con el desarrollo gonadal.

Dentro del abordaje molecular de pacientes con TDS, este estudio demostro la gran
efectividad de la técnica de MLPA para el diagnostico de los fenotipos mas severos
de Hiperplasia Suprarrenal Congénita clasica como la perdedora de sal en la que se
lograron diagnosticar la totalidad de los casos mediante esta técnica.

El andlisis molecular de los genes AR y SDR5A2 nos permitid distinguir solo un
porcentaje de pacientes con TDS 46,XY, lo que nos indica que se requiere analizar
otros genes relacionados con el desarrollo fenotipico de genitales externos como las
variantes de hiperplasia suprarrenal congénita debida a deficiencia de 3 beta
hidroxiesteroide deshidrogeneasa u otras enzimas relacionadas con Ia
esteroidogénesis.

Con este estudio podemos concluir que el protocolo de secuenciacion de exoma
completo es una gran herramienta molecular con una gran efectividad diagnostica
pero con la limitante de que la interpretacion de las variantes encontradas es un reto
el cual debe ser analizado de una forma muy cuidadosa para lograr identificar la
variante patogénica causal.

Los TDS son padecimientos frecuentes, por lo que se requiere continuar con la
busqueda del origen genético de los diferentes fenotipos para alcanzar un
porcentaje importante de diagnosticos.

La identificacion de las variantes causales continua siendo de gran importancia para
la toma de decisiones en cuanto al manejo terapéutico y al asesoramiento genético

de los individuos con estos trastornos.
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