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Dedicatoria

A mi madre, por ser el pilar de mi vida.
A mi padre, arriba, hasta las estrellas.
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Antecedentes

En 1961 Nowakowski y Lenz describieron una diferencia en el desarrollo sexual masculino
que nombraron ‘“hipospadias perineoescrotal pseudovaginal”, posteriormente en 1974 se
relacion6 esta condicion con un defecto en la transformacion de testosterona en
dihidrotestosterona (DHT) por la disminuciéon o ausencia completa de la enzima 5-alfa

reductasa tipo 2. (1)

La Deficiencia de 5-alfa Reductasa es una entidad autosémico recesiva producida por
variantes patogénicas en el gen SRD5A2 que codifica la enzima 5-alfa reductasa tipo 2, que

tiene como consecuencia niveles bajos de DHT y un desarrollo de genitales externos

alterado.(2)

Se han reportado hasta la fecha 129 variantes patogénicas relacionadas con la enfermedad en
todo el mundo, siendo esta mas prevalente en Turquia. En poblacion mexicana hay un estudio
publicado en 1997 en el que utilizan la secuenciacion tipo Sanger para realizar el diagnostico
molecular de 8 pacientes de 6 familias, con diagnéstico clinico de Deficiencia de 5 alfa
Reductasa. El diagndstico clinico se realizdo mediante exploracion fisica detallada, asi como
mediciones en plasma de testosterona (T) , dihidrotestosterona (DHT) y la relacion T/DHT.
Se encontraron 5 variantes de sentido equivocado en los 8 pacientes, una de ellas no habia

sido reportada en la literatura. En todos se confirmé el diagndstico. (3)

Variantes reportadas en estudio de Canto P et al.

Paciente Exén Variante Cigosidad
1 4 p.P212R Homocigoto
2 4 p.P212R Homocigoto
3 4 p.P212R Homocigoto
4 4 p-A207D Homocigoto
5 4 p.A207D Homocigoto
6 4 p.P212R Homocigoto
7 1 p-G34R Homocigoto
8 2 p.G115D Heterocigoto




4 p.G203S Heterocigoto

En 2022 se reportaron los casos de dos pacientes mexicanos de dos familias, con diagndstico
clinico de Deficiencia de 5-alfa Reductasa, realizado mediante exploracion fisica y relacion
T/DHT después de la administracion de gonadotropina coridnica humana. Ambos pacientes
fueron estudiados en trio (se realiz6 secuenciacion dirigida en pacientes y padres). El primer
paciente era un heterocigoto compuesto con variantes p.Glul97Asp y p.Pro212Arg y el

segundo fue homocigoto para la variante p.Glu197Asp. (4)

En el afio 2009, se publico una tesis en el Hospital Infantil de México Federico Gomez sobre
la correlacion genotipo-fenotipo en pacientes con sospecha de Insensibilidad a Androgenos
y Deficiencia de 5-alfa Reductasa. Se estudié a 7 pacientes con la sospecha clinica de
Deficiencia de 5-alfa Reductasa por medio de secuenciacion tipo Sanger, y se confirmo el
diagndstico molecular en 2 pacientes. Uno presentd una delecion completa del exon 4, que
es considerada una variante poco frecuente, y el otro fue heterocigoto compuesto con las

variantes p.E197D y p.R227*.

Hasta el momento, no hay estudios en poblacion mexicana en los que se realice
Secuenciacion de Segunda Generacion en pacientes con diagnostico clinico de Deficiencia
de 5-alfa Reductasa, en el que ademas de analizar en el SRD5A42 se pueden revisar otros genes

relacionados con el desarrollo sexual.

Marco tedrico

Desarrollo sexual

El desarrollo sexual en mamiferos es un proceso complejo que consta de tres pasos (Figura
1):
= La fertilizacion, que otorga el complemento cromosoémico (46,XX 6 46,XY),

con la posterior formacion de la gondada bipotencial.



» La determinacién gonadal, o determinacion sexual, en la que la gdénada
bipotencial se desarrolla en ovario o testiculo.
» La diferenciacion de genitales internos y externos por medio de influencia

hormonal. (5)

Génada
bipotencial

o * Testicular
Determinacién . .
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Figura 1. Etapas del Desarrollo Sexual

Sexo cromosomico

El tipo de gonada que se desarrolla suele estar determinado por el complemento de
cromosomas sexuales (46,XX o 46,XY) (Figura 2). En los embriones con un complejo de
cromosomas sexuales 46,XX, la corteza de la gonada indiferenciada se diferencia en ovario
y la médula experimenta regresion. En cambio, en los embriones con un complejo de
cromosomas sexuales XY, la médula se diferencia en un testiculo y la corteza degenera

(agregar referencia).



Sexo
genético
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B . . Figura 2. Etapa indeterminada/ Gonada bipotencial
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El desarrollo gonadal comienza durante la quinta semana de gestacion con la formacion de
la cresta gonadal, mediante proliferacion del epitelio y el mesénquima en la porcion medial
del mesonefros. Continlla con el desarrollo de los cordones sexuales primitivos en el
mesénquima subyacente. Las células germinales primordiales se originan en la pared del saco
vitelino y migran a lo largo del mesenterio dorsal del intestino posterior hasta las crestas
gonadales. Durante la sexta semana, las células germinales primordiales se introducen en el
mesénquima subyacente y se incorporan a los cordones sexuales primitivos.Antes de la
séptima semana, las gonadas de ambos sexos se terminaron de formar y tienen un aspecto
idéntico. Por lo que, se denominan gobnadas indiferenciadas/bipotenciales (agregar

referencia).

Desarrollo de los testiculos

Existe una secuencia coordinada de expresion de genes que induce el desarrollo de los
testiculos. El gen SRY (region determinante del sexo Y, en el brazo corto del cromosoma Y)
codifica para el factor determinante del testiculo (FDT) , el cual actia como un interruptor
que activa el desarrollo testicular. Debido al FDT, los cordones sexuales primitivos se
condensan y se extienden hasta la médula de la goénada indiferenciada, donde se ramifican y
anastomosan para formar la red testicular. Los cordones seminiferos dan lugar a los tibulos

seminiferos, los tubulos rectos y la red testicular.



Los tibulos seminiferos estdn separados por mesénquima, que origina las células
intersticiales (células de Leydig). En la octava semana estas células secretan testosterona,
una hormona androgénica que induce la diferenciaciéon masculina de los conductos
mesonéfricos. La produccion de testosterona esta estimulada por la gonadotropina coridnica
humana, que alcanza su maxima cantidad entre la 8va y la 12va semana. La
dihidrotestosterona es producida a partir de la testosterona, mediante la enzima 5 alfa
reductasa tipo 2, esta hormona es mas potente que la testosterona y ocasiona la virilizacion

de los genitales externos

La expresion del factor de transcripcion SOX9 es esencial para la diferenciacion de las
células de Sertoli en los testiculos. Estas se encargan de la producciéon de la hormona
antiMiilleriana (AMH, por sus siglas en inglés anti-Miillerian hormone). La AMH suprime
el desarrollo de los conductos paramesonéfricos, que originan el ttero y las trompas de

Falopio.

La red testicular entra en contacto con 15 o 20 tiibulos mesonéfricos, que se convierten en
los conductos eferentes. Estos conductos estan conectados con el conducto mesonéfrico, que

da lugar al conducto epididimario.

Desarrollo ovdrico

El desarrollo ovarico se produce unas tres semanas mas tarde que el desarrollo testicular. Los
cordones sexuales primitivos se extienden hasta la médula del ovario y forman una red
ovarica rudimentaria de canales, que suele degenerar y desaparecer. A principios del periodo
fetal, los cordones corticales se extienden desde el epitelio superficial del ovario en desarrollo
hasta el mesénquima subyacente. A medida que aumentan de tamafio, se incorporan a ellos
células germinales primordiales. A las 16 semanas los cordones comienzan a dividirse en

agrupaciones celulares aisladas o foliculos primarios, y cada uno constituye una ovogonia.

Los foliculos estdn rodeados por una capa de células foliculares originadas a partir del

epitelio superficial. La mitosis activa da lugar a millones de ovogonias durante la vida fetal.



Tras el nacimiento, ya no hay formacion de ovogonias. Muchas degeneran antes de nacer, y

alrededor de 2 millones aumentan de tamafo y se convierten en ovocitos primarios.

Desarrollo de gldndulas y los conductos genitales masculinos

Los testiculos fetales comienzan a producir testosterona en la 8va semana y esta alcanza su
concentracion maxima alrededor de la semana 12, y AMH entre las semanas 6 y 7. La
testosterona estimula la formacion de conductos genitales masculinos a partir de los
conductos mesonéfricos, mientras que la AMH provoca la desaparicion de los conductos

paramesonéfricos mediante la transicion epitelio-mesénquima.

Vesiculas seminales: las excrecencias laterales del extremo caudal de cada conducto
mesonéfrico se convierten en las vesiculas seminales, cuyas secreciones nutren a los

espermatozoides.

Desarrollo de las gldndulas y los conductos genitales femeninos

Los conductos mesonéfricos de los embriones femeninos sufren una regresion a causa de la
ausencia de testosterona, mientras que los conductos paramesonéfricos se desarrollan debido
a la falta de AMH. Los conductos paramesonéfricos constituyen la mayor parte del aparato
genital femenino, y sus porciones craneales no fusionadas originan las trompas de Falopio.
Las porciones caudales y fusionadas de estos conductos forman el primordio uterovaginal,

que da lugar al Gtero y a la parte superior de la vagina.

El epitelio vaginal deriva del endodermo del seno urogenital, y la pared fibromuscular
vaginal se desarrolla a partir del mesénquima circundante. El contacto entre el primordio
uterovaginal y el seno urogenital induce la formacion de los bulbos sinovaginales. Estos se
fusionan y dan lugar a una placa vaginal, cuyas células centrales se degradan para originar la

luz de la vagina.



Hasta las tltimas etapas de la vida fetal, 1a luz de la vagina permanece separada de la cavidad
del seno urogenital por el himen. El himen surge por la invaginacion de la pared posterior
del seno urogenital; se rompe durante el periodo perinatal y permanece como una membrana

mucosa fina justo en el orificio vaginal.

Desarrollo de genitales externos

Las caracteristicas sexuales distintivas comienzan a aparecer durante la semana 9, pero los
genitales externos no se diferencian por completo hasta la semana 12. A principios de la 4ta
semana, el mesénquima en proliferacion origina en ambos sexos un tubérculo genital, el
primordio del pene o el clitoris, en el extremo craneal de la membrana cloacal. Se desarrollan
prominencias labio-escrotales y pliegues uretrales a ambos lados de la membrana cloacal, y

el tubérculo genital se alarga y forma el falo primordial.

Diferenciacion sexual masculina

La masculinizacion de los genitales externos indiferenciados se debe a la accion inductiva de
la dihidrotestosterona, producida periféricamente mediante la conversion de la testosterona

de las células testiculares de Leydig, catalizada por la enzima, 5 alfa reductasa tipo 2.

A medida que el falo primordial aumenta de tamafio y se alarga para transformarse en pene,
los pliegues uretrales forman las paredes laterales del surco uretral en la superficie ventral

del pene.

Los pliegues uretrales se unen a lo largo de la superficie ventral del pene, y dan lugar a la
uretra esponjosa. El ectodermo superficial se fusiona en el plano medio del pene, de manera
que forma el rafe del pene y encierra la uretra esponjosa en este 6rgano. En la punta del
glande, un crecimiento interno ectodérmico forma un cordon celular ectodérmico que se
extiende hacia la raiz del pene y contacta con la uretra esponjosa formada previamente, se
une a ellay la canaliza. Esta union finaliza la porcion terminal de la uretra, y el meato urinario

se desplaza a la punta del glande, cuyo ahuecamiento da lugar al prepucio. Los cuerpos



cavernosos y el cuerpo esponjoso se desarrollan a partir del mesénquima del falo. Las
prominencias labioescrotales crecen y se fusionan para dal lugar al escroto. La linea de fusion

de estos pliegues se aprecia claramente en el rafe escrotal.

Desarrollo de los genitales externos femeninos

El crecimiento del falo primordial en los fetos femeninos disminuye de manera gradual para
formar el clitoris. En la semana 18, el clitoris todavia tiene un tamafio relativamente grande.
Se desarrolla de modo similar al pene, pero los pliegues uretrales solo se fusionan en la region

posterior, donde se unen para conformar el frenillo de los labios menores.

Diferencias del Desarrollo Sexual

Las diferencias del desarrollo sexual (DDS) son condiciones congénitas en las que el sexo
cromosomico, gonadal o anatomico es atipico. La incidencia de pacientes con genitales

atipicos, previamente conocidos como genitales ambiguos, es uno en 4,500.

Las DDS se clasifican en tres subclases segtn el resultado del cariotipo (Figura 3)(6):

1. DDS de cromosomas sexuales, que incluyen el sindrome de Turner y el sindrome de
Klinefelter, asi como individuos 45,X/46,XY y 46,XX/46,XY que cubren un amplio
espectro fenotipico.

2. DDS 46,XY, que comprenden trastornos del desarrollo gonadal, trastornos de la
sintesis y accion de androgenos, sindrome de conductos de Miillerianos persistente y
otros trastornos no clasificados.

3. DDS 46,XX, que consisten en trastornos del desarrollo gonadal, trastornos por exceso

de androgenos y trastornos no clasificados.



CLASIFICACION DDS

Figura 3. Clasificacion de DDS



Deficiencia de 5-alfa-reductasa

La deficiencia de 5-alfa-reductasa es una Diferencia del Desarrollo Sexual 46,XY con
herencia autosdmico recesiva, en la que hay una subvirilizacion de los genitales externos
masculinos debido a una alteracion en el gen SRD5A42, que codifica para la enzima 5-alfa-
reductasa. (7) Su prevalencia en la poblacion general es desconocida, pero se han visto
agrupaciones en Turquia(8) y Republica Dominicana. En esta tltima se public6 en 1986 la
prevalencia en un estudio de 10 afos en pacientes con genitales atipicos, donde encontraron
que de una poblacion de 65 pacientes, 5 (13%) tenia la enfermedad. Cabe resaltar que ellos
realizaron el diagnostico sin estudio molecular; mediante mediciones de 5 beta/ 5 alfa C19 y

C20 urinarios. (9)

El gen SRD5A2 tiene 5 exones y 4 intrones, y esta localizado en el brazo corto del cromosoma
2, en la region dos, banda 3 (2p23). Existen dos isoformas de la enzima (tipo 1 y tipo 2). La
isoforma tipo 2 de la enzima 5-alfa-reductasa es la forma predominante en piel genital fetal,
glandulas sexuales accesorias masculinas y en la prostata y tiene una mayor afinidad por la
testosterona que la tipo 1. Esta conformada por 254 aminoécidos y tiene un peso molecular

de 28.4KDa. (10)

La deficiencia de 5-alfa-reductasa tipo 2 altera la transformacion de la testosterona a
dihidrotestosterona (DHT), que es un metabolito mas activo de la primera y que se requiere

para el desarrollo normal de genitales externos y uretra en fetos masculinos.(11)

El diagnéstico clinico se sospecha en un recién nacido con genitales atipicos, caracterizados
por hipospadias perineoescrotales, aunque la enfermedad tiene una gran expresividad
variable, que va desde micropene con diversos grados de hispospadias a genitales externos

de apariencia femenina con clitoromegalia.

En un estudio multicéntrico con 55 pacientes encontraron que el 72.7% tuvo asignacion de
sexo femenino al nacimiento. En estos pacientes ocurre una virilizacion espontanea en la
pubertad debido a un aumento en la concentracion de testosterona y de la accion de la

isoforma tipo 1. La virilizacion peripuberal puede ocasionar que los pacientes soliciten



cambio de género durante la adolescencia. (12) Asi, la deficiencia de 5-alfa-reductasa es una

de las enfermedades con una mayor tasa de disforia de género.

El diagnostico bioquimico incluye una relacion testosterona/dihidrotestosterona aumentada
después de una prueba de estimulacion con gonadotropina coriénica humana(hCG). Antes y
después de la administracion de hCG, se mide la producciéon de A-4-androstenediona,
testosterona y dihidrotestosterona. Sin embargo, no existe un protocolo estandarizado para la
dosis de hCG, el nimero de inyecciones, las muestras de sangre necesarias y los valores de

corte (agregar referencia).

En circunstancias en las que no se dispone de estudio molecular para la biisqueda de variantes
patogénicas en el gen SRD5A2, los resultados atipicos de la prueba de hCG podrian indicar
el diagndstico. Se han recomendado valores de corte de 8.5 a 30 para la proporcion de
testosterona/dihidrotestosterona. Cuando la proporcidn de testosterona a dihidrotestosterona
excede 10, la deficiencia de 5a reductasa 2 se diagnostica en 72-88% de pacientes (agregar

referencia).

Se han reportado 129 variantes patogénicas distribuidas a lo largo del gen SRD5A42, de las
cuales la mas frecuente es una variante de sentido equivocado en el que hay un cambio de la
valina 89 por una leucina (p.V89L) en el exon 1(13). Esta disminuye la actividad de la enzima

un 30%. Actualmente no hay una relacion genotipo-fenotipo clara en la enfermedad.

En un estudio de revision sobre variantes reportadas de SRD35A42 se identificaron 434 casos
en 44 paises. La mayoria procedia de Turquia (23%), China (17%), Italia (9%) y Brasil (7%).
El 79% fueron asignados como mujeres. Hubo un 70% de variantes alélicas homocigotas y
un 30% de heterocigotos compuestos. La mayoria eran variantes sin sentido (76%). Sin

embargo, se informaron pequenos indeles (11%), empalmes (5%) y grandes deleciones (4%).

Se distribuyeron junto con todos los exones con predominio del exéon 1 (33%) y del exon 4
(25%). Las variantes alélicas en el exén 4 (dominio de unién a NADPH) dieron como
resultado una virilizacién mas baja. Los codones 55, 65, 196, 235 y 246 son puntos calientes

que constituyen el 25% de todas las variantes alélicas. La mayoria de ellos (76%) se ubicaron



en aminodcidos conservados. Sin embargo, las variantes alélicas en los aminoacidos no
conservados fueron con mayor frecuencia indeles (28% frente a 6%; p <0,01). La tasa general
de cambio de género de mujer a hombre oscild entre el 16% y el 70%. La tasa mas baja de
cambio de género de mujer a hombre se produjo en Turquia y la mas alta en Brasil. La
virilizacion de los genitales externos fue similar entre los que cambiaron y los que
mantuvieron su género asignado. La tasa de cambio de género fue significativamente
diferente entre los paises (V = 0,44; p <0,001) incluso con puntuaciones de virilizacién

similares.(11)

Diagndsticos diferenciales

Insensibilidad parcial a los andrégenos

La insensibilidad a los androgenos es una alteracion del desarrollo sexual 46,XY con herencia
ligada al cromosoma X, que se caracteriza por una incapacidad celular parcial o completa
para responder a los andrégenos, lo que resulta en una virilizaciéon genital incompleta o

ausente del embrion 46,XY. (14)

Por su parte, la insensibilidad parcial a los androgenos se diferencia de la completa por un
grado variable de funcién remanente del receptor de androgenos (AR) que permite un grado

variable de accion de estos. (15)

La presentacion clinica del sindrome de insensibilidad parcial a los androgenos depende del
grado de respuesta de los genitales externos a los andrégenos. El fenotipo tipico es

micropene, hipospadias proximal, escroto bifido, con o sin criptorquidia. (16)

A nivel molecular, esta resistencia es causada por variantes patogénicas hemicigoticas de
pérdida de funcion en el gen del receptor de andrégenos (4R). (15) La secuenciacion del gen

AR es necesaria para confirmar el diagnostico del sindrome.



Deficiencia de 17-fs hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3

La deficiencia de 17-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3 (173-HSD3) es una forma rara
autosomica recesiva de una diferencia del desarrollo sexual 46,XY y es el defecto de
biosintesis de testosterona mas comun. La enzima 178-HSD3 se encuentra principalmente en
los testiculos y participa en la conversion de A4-androstenediona en testosterona, que es
bioldgicamente mas activa. (17) La familia de enzimas 17B-HSD3 incluye 14 isoenzimas
identificadas hasta el momento que contribuyen al desarrollo de los 6rganos reproductivos al

desempefiar un papel en los pasos finales de la sintesis de androgenos y estrégenos.

La incidencia real de la deficiencia de 17B-HSD3 se desconoce; sin embargo, estudios
previos han informado que la incidencia estimada es de 1/147 000 en recién nacidos y que la

frecuencia de heterocigotos calculada es de 1/135. (18)

Los individuos 46,XY pueden presentar desde genitales externos completamente femeninos
hasta genitales ligeramente virilizados, genitales atipicos y genitales predominantemente

masculinos con micropene o hipospadias.

La presentacion mas frecuente de deficiencia de 178-HSD3 es la de genitales externos de
apariencia femenina, estructuras labioescrotales fusionadas con o sin clitoromegalia (3). La
mayoria de los casos no se diagnostican al nacer ya que tienen genitales externos que parecen
femeninos y se crian como mujeres y el diagnostico de estos casos se retrasa hasta la

adolescencia.(19)

Durante la pubertad, existe una virilizacion que se presenta como aumento del crecimiento
del vello corporal, cuerdas vocales engrosadas y agrandamiento clitoris. El grado de
virilizacion de los individuos varia segun la actividad residual parcial de la isoenzima 17f3-
HSD3 en los testiculos y la conversion de androstenediona en testosterona por otras
isoenzimas que se encuentran en los tejidos extratesticulares, como la isoenzima 17p-

HSD5.(20)



La deficiencia de 17 B-HSD3 se diagnostica mediante una evaluaciéon hormonal y el
diagnodstico se confirma mediante pruebas genéticas moleculares. El gen HSD17B3 esta
ubicado en el cromosoma 9922 y hasta el momento se han reportado 29 variantes patogénicas

en este gen. (21)

Disgenesia gonadal

La disgenesia gonadal (o GD por sus siglas en inglés gonadal dysgensis) es el nombre que
se le da a las condiciones que pueden causar un desarrollo deficiente de las gonadas, es decir,
los testiculos o los ovarios.(22) En individuos 46,XY, los testiculos estan determinados por
redes genéticas que promueven la formacion de testiculos y reprimen el desarrollo ovérico.
La interrupcion de este proceso da como resultado una falta de determinacion testicular y los
individuos afectados presentan disgenesia gonadal (GD) 46,XY, una parte del espectro de

Diferencias de desarrollo sexual.

La disgenesia gonadal se diagnostica de forma histopatologica y podemos encontrar (Figura
4):
- Disgenesia gonadal pura
o Presencia de estria gonadal bilateral.
- Disgenesia gonadal mixta
o Presencia de estria gonadal y testiculo o testiculo disgenético.
- Disgenesia gonadal parcial

o Presencia de dos testiculos disgenéticos
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*Estroma
ovarico
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DISGENESIA GONADAL

*Estroma
ovarico
Sin ovocitos

MIXTA
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desordenados ovarico
y escasos +Sin ovocitos
¢ Estroma
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DISGENESIA
GONADAL PARCIAL
¢ Tuabulos ¢ Tubulos
desordenados desordenados
Y escasos Y escasos
¢ Estroma ¢ Estroma
abundante abundante

Figura 4. Tipos de Disgenesia Gonadal

Informacion tomada de (23)



Una minoria de todos los casos de GD estan asociados con variantes patogénicas en actores

clave de la determinacion testicular, SRY, SOX9, MAP3K1y NR5A1. Sin embargo, la mayoria

de los casos quedan sin explicacion. Recientemente, la secuenciacion de segunda generacion

ha revelado nuevos genes y loci que pueden causar disgenesia gonadal 46,XY (Tabla 1). Sin

embargo, alrededor del 50% de todos los casos quedan sin diagndstico (24).

140
(29%)

109
(22%)

59
(12%)

30
(6%)

23
(4%)

19
(4%)

18
(3%)
15
(3%)
11
(2%)
10
(2%)

(1%)

CGD

132/140

44/109

21/59

21/30

21/23

14/19

NR
10/15
8/11
5/10

1/9

PGD

8/140

61/109

31/59

8/30

2/23

5/19

4/18
3/15
2/11
5/10

5/9

NGD

NR

4/109

7/59

1/30

NR

NR

14/18

2/15

1/11
NR

3/9

Otras

1 variante adicional WT1 (Sindrome
de Frasier)
1 funcidn ovarica parcial

69 Sindrome de Denys-Drash
24 Sindrome de Frasier

1 asplenia
1 Agenesia gonadal
1 Alteracion adrenal

*10 Displasia campomélica
Todas las deleciones son corriente
arriba de SOX9
1 Esquizofrenia
2 Microcefalias
1 Trigonocefalia
3 Cardiopatias congénitas
1 TEF, sindactilia

6 Neuropatias

11 Sindrome de MEGD

1 con RCIU, hipertonia, alteracion
auditivo, macrocefalia
1 cardiopatia congénita
1 hipoplasia adrenal congénita



1 ASD
7 2 microcefalia, movimientos
(1%) ci i NR estereotipados
1 Cardiopatia congénita, sobrepeso
4 ,
_ (>1%) NR NR 4/4 4 Sindrome ATRX
4 3 Sindrome de Syndrome of sudden
(>1%) 2/4 2/4 NR infant death with dysgenesis of the
0 testes (SIDDT)
3
NR NR
_ (>1%) 3/3
_ (;’%) 2/3 NR 1/3 2 Cardiac-urogenital syndrome
2
1/2 1/2 NR
_ (>1%) J /
_ (>12%) 1/2 NR 1/2 1 Sindrome Nivelon-Mabille
2 1/2 NR NR
(>1%)
2
1/2 1/2 NR
_ (>1%) J /
2
1/2 NR 1/2
_ (>1%) J /
1
1/1 NR NR
_ (>1%) J
Tabla 1. Genes asociados a disgenesia gonadal. CGD: disgenesia gonadal completa. PGD: disgenesia gonadal parcial. NGD: disgenesia gonadal no

especificada.

Secuenciacién de Segunda Generacion

La secuenciacion de segunda generacion o secuenciacion paralela masiva, es un método de
secuenciacion simultdnea de millones de fragmentos de DNA, que se ha adoptado
rapidamente en el laboratorio clinico debido a su capacidad para analizar simultineamente
varios genes o regiones de genes con un prueba Unica en comparacion con los métodos

tradicionales (Secuenciacion Sanger).

Los flujos de trabajo de NGS de Illumina incluyen cuatro pasos basicos (Figura 5 y 6):



Preparacién de
libreria

Generacion de
grupos
>| Secuenciacién
Andlisis de
datos

Figura 5. Flujo de trabajo NGS de Illumina (San Diego, California)

1. Preparacion de la libreria:

a.

C.

Mediante la fragmentacion aleatoria de la muestra de ADN o ADNc, seguida de
ligamiento de adaptadores 5'y 3'.

La "tagmentacion" combina las reacciones de fragmentacion y ligamiento en un
solo paso que aumenta en gran medida la eficacia del proceso de preparacion de
bibliotecas.

Los fragmentos con adaptador se amplifican por PCR y se purifican con gel.

2. Generacion de grupos:

a.

La libreria se carga en una celda de flujo donde los fragmentos se capturan en
oligos unidos a la superficie, que son complementarios a los adaptadores de la
libreria.

Cada fragmento se amplifica en clusters clonales distintos a través de

amplificacion en puente.



3. Secuenciacion:

a. Illumina utiliza un método patentado basado en un terminador reversible que

detecta bases individuales a medida que se incorporan a las hebras de la plantilla

de DNA.

4. Analisis de datos:
a. Alineamiento de lecturas con un genoma de referencia.

Preparacion de librerias Amplificacion de clusters

DNA
genoémico ,
l Fragmentacion
l Celda de flujo
L= . m —
Adaptadores = wes s .
P — - Ciclos de
o ,
o amplificacion
l Ligamiento en puente l
Secuenciacion
S
n {2 n p
Clusters
Preparacion de librerias con fragmentacién de DNA 'y La libreria se carga en una celda de flujo y los fragmentos
ligamiento de adaptadores en ambos extremos de los hibridan con la superficie. Cada fragmento hibridado se
fragmentos. amplifica en un cluster clonal por amplificacién en puente.
Secuenciacion Alineamiento y andlisis de datos
e LT
(2) Sl 4} ¥ r‘
\J )3 ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
. AGATGGTATTG
Ciclos de ( ) Lecturas GATGGCATTGCAA
secuenciacion GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

- igi Genoma
Imagen digital de AGATGGTATTGCAA GACAT
l referencia

Se exportan datos a archivo

Cluster 1 > Read 1: GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG... 5
Cluster 4 > Read 4: ATAC...  Archivo
Se afaden reactivos de secuenciacion y se incorpora la
primera base. Se captura la imagen de la celda de flujo y se
graba la emision de cada cluster. Se utilizan la longitud de
onda y la intensidad de la emision para identificar la base. El
ciclo se repite un “n” veces para crear una lectura con

longitud de “n” bases.

Se alinean las lecturas con una secuencia de referencia
con software bioinformatico. Después del alineamiento,
se pueden identificar diferencias entre el genoma de
referencia y las lecturas.

Figura 6. Modificada de “An introduction to Next-Generation Sequencing Technology”



Planteamiento del problema:

La Deficiencia de 5-alfa reductasa (D5AR) es una enfermedad genética causada por la
conversion alterada de testosterona en dihidrotestosterona por variantes patogénicas en
SRD5A2. La dihidrotestosterona es la hormona encargada de la virilizacién de los genitales
externos, por lo que nivieles bajos de la misma causan una subvirilizacién en pacientes
46,XY. El fenotipo puede variar desde genitales masculinos subdesarrollados hasta un

fenotipo femenino completo, por lo que el diagndstico clinico es dificil.

En la clinica se utiliza la prueba de estimulacion con gonadotropina coriénica humana para
obtener la relacién de niveles de testosterona/dihidrotestosterona. En caso de encontrar
valores >20 en un paciente con genitales atipicos, podemos orientar el diagnostico hacia esta
entidad, pero el diagnostico solo puede ser confirmado mediante pruebas moleculares, al

encontrar variantes patogénicas en el gen SRD5A42.

La secuenciacion se considera el “estandar de oro” para el diagnostico definitivo, pero al ser
un estudio que previamente no disponible en este Instituto, actualmente la mayoria de los
pacientes de nuestro hospital con diagnoéstico clinico de diferencia del desarrollo sexual
46,XY, no cuentan con un diagndstico certero. Actualmente se da el diagnostico de
Deficiencia de 5-alfa Reductasa de forma clinica, sin que este sea corroborado por medio de

secuenciacion.

Por otra parte, si bien existen estudios previos en poblaciones mexicanas en los que se busca
el diagnostico molecular, estos han utilizado como técnica la secuenciacion tipo Sanger. La
secuenciacion Sanger o de primera generacion es una técnica dirigida en la que se secuencia
un gen, que es muy bueno con enfermedades con criterios clinicos bien definidos con alta
sensibilidad y especificidad, pero en Diferencias del desarrollo sexual, con cuadros clinicos
que se sobrelapan entre si, parece no ser la mejor opcion. Utilizando secuenciacion de
primera generacion, y siendo el resultado negativo (sin variantes patogénicas), podriamos
descartar la Deficiencia de 5-alfa Reductasa, pero no podriamos diagnosticar otras causas de

DDS.



Con la técnica de secuenciacion de segunda generacion, podremos encontrar variantes
patogénicas en otros genes ademas de SRD5A2, por lo que podriamos evaluar la prevalencia
de otras causas de Diferencias del Desarrollo Sexual en nuestra poblacién como disgenesia
gonadal, que también es desconocida en nuestra poblacion, ampliando el panorama de las

DDS en México.



Pregunta de investigacion
(Cudles son las variantes genéticas identificadas en pacientes mexicanos con diagndstico
clinico de Deficiencia de 5-alfa Reductasa mediante Secuenciacién de Segunda Generacion

del Hospital Infantil de México Federico Gomez?

Justificacion

La Deficiencia de 5-alfa reductasa es una de las causas mas frecuentes de genitales atipicos
en personas 46,XY. Se debe por variantes patogénicas homocigotas o heterocigotas
compuestas en el gen SRD5A42. Este es un gen pequeio de 5 exones, del que se conocen las
zonas en las que se originan la mayor parte de las variantes patogénicas causantes de la

enfermedad. Su diagnostico definitivo se hace por secuenciacion.

Cabe resaltar que a pesar de una clinica sugerente, no se encuentran variantes en SRD542 en
todos los casos, por lo que secuenciar s6lo este gen podria no ser suficiente al momento de

estudiar a los pacientes.

Este estudio nos perimitira:
1) Conocer qué tan frecuente es esta patologia en la poblacion que acude a nuestra
institucion.
2) Conocer las variantes mas frecuentes en SRD35A42.

3) Conocer diagnosticos diferenciales y su frecuencia en nuestra poblacion.

La prevalencia de la Deficiencia de 5-alfa Reductasa y otras causas de Diferencias del
Desarrollo Sexual del Hospital Infantil de México Federico Goémez podria reflejar la
frecuencia de estas entidades del pais, ya que es un centro de referencia nacional y contamos

con pacientes de todos los estados.



Hipotesis

Se lograra la identificacion de variantes genéticas en SRD5A2 en la mayor parte de los pacientes con
diagnostico clinico probable de Deficiencia de 5-alfa Reductasa que acuden al Hospital Infantil de

México Federico Gomez, encontrando una frecuencia similar a lo reportado en la literatura previa.

Objetivo general
= Identificar variantes genéticas en pacientes con diagndstico clinico probable de

Deficiencia de 5-alfa Reductasa mediante Secuenciacion de Segunda Generacion.

Objetivos especificos:
= Determinar la frecuencia de variantes genéticas del gen SRD5A2.

= Comparar la frecuencia de pacientes con Deficiencia de 5-alfa Reductasa con
cohortes internacionales.

= Comparar las manifestaciones clinicas de pacientes con variantes genéticas
identificadas en SRD35A42 con los pacientes en los que se encuentraron variantes en
diferentes genes.

= Comparar las manifestaciones clinicas de pacientes con variantes genéticas

identificadas en SRD5A42 con los pacientes en los que no se encontraron variantes.

Métodos

Disefio de estudio
A. Segln el proceso de causalidad o tiempo de ocurrencia de los hechos y registro de la

informacion: Ambilectivo.
B. Segin el nimero de una misma variable o el periodo y secuencia del estudio:
Transversal.
C. Segun el control de las variables o el analisis y alcance de los resultados: Descriptivo.
D. De acuerdo con la inferencia del investigador en el fendmeno que se analiza:

Observacional.



Poblacion de estudio

Nifios y adolescentes con diagndstico clinico de Deficiencia de 5-alfa Reductasa que acuden

al Hospital Infantil de México Federico Gémez, identificados entre 2021 y 2022.

Tamafio de la muestra

No probabilistico, por conveniencia, de forma consecutiva

Periodo de estudio

Enero de 2021 a marzo de 2022.

Descripcion general del estudio

1.

Se solicito al Departamento de Bioestadistica y Archivo Clinico del Hospital Infantil de
Meéxico Federico Gémez los registros de los pacientes con diagndstico de Diferencias del
Desarrollo Sexual 46,XY. Ademas se identificaron casos en la consulta de Genética.
Se seleccionaron aquellos pacientes que cumplieron con los criterios de seleccion y se
citaron a la consulta de Genética para inivitarlos a participar al protocolo de investigacion
“Caracterizacion molecular en pacientes con Desordenes de la Diferenciacion Sexual”
No.HIM/2019/058.
Previa firma de consentimiento informado, se actualizaron datos clinicos y se realiz6
toma de muestra de sangre periférica (2ml) para extraccion de DNA.
Extraccion de DNA: Se utilizd el Dneasy Blood & Tissue kit de Qiagen (Hilden,
Alemania) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Para la cuantificacion y valoracion de pureza del material genético obtenido se utilizo el
equipo Nanodrop2000 Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts). Para
observar la integridad del material genético se utilizé método de electroforesis en geles
de agarosa.
Se realiz6 el estudio de Secuenciacion de Segunda Generacion en el Laboratorio de
Biologia Molecular bajo supervision de la Dra. Mirena Astiazaran Osornio.

a. Se utilizo el protocolo de Illumina (San Diego, California) DNA Prep with

Enrichment (Figura 7 y 8, iméagenes 1-3).



b.

Las librerias enriquecidas se secuenciaron en el equipo NEXTSEQ1000

(ILLUMINA) siguiendo las instrucciones del proveedor.

7. Se analizo la informacion obtenida en la plataforma Franklin by Genoox (Palo Alto, CA).

a.

Se revisaron todas las variantes en genes SRD5A2, ARy HSD17B3, incluyendo a
las variantes benignas.
Se usaron filtros en base de datos para obtener:
i. Variantes patogénicas o probablemente patogénicas en un panel/ grupo de
genes conocidos por causar disgenesia gonadal en pacientes 46,XY (Tabla
2).

ii. Variantes patogénicas en cualquier gen en el estudio de exoma.

Panel de genes DDS

SRY
WTI
NR5A|
MAP3KI
SOX9
DMRTI
DHX37
DHH
PPP2R3C
DAXI
GATA4
ZFPM2 (FOG2)
ATRX
TSPYLI
EMX2
MYRF
CBX2
Isoforma 2
HHAT
LHX9
SOX8
ZNRF3
PBX|

Tabla 2. Panel de genes causantes de DDS utilizado en este estudio
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Figura 7. Protocolo DNA prep with Enrichment de [llumina
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Imagen 2. Captura de sondas hibridadas mediante perlas de streptovidin
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Figura 8. Amplificacion de librerias enriquecidas por PCR
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Imagen 3. Revision de librerias enriquecidas en gel de agarosa



Criterios de seleccion
oCriterios de inclusion

1. Pacientes con diagnostico de Diferencia del Desarrollo Sexual en el Hospital Infantil
de México Federico Gémez o de otras Instituciones que nos solictaran valoracion de
pacientes, del 1 de enero de 2021 al 30 de marzo de 2022.

2. Pacientes con cariotipo 46,XY.

3. Pacientes con niveles de T:DHT >20 después de la prueba de estimulacién con
gonadotropina corionica humana.

4. Paciente con alta sospecha clinica de Deficiencia de 5-alfa Reductasa.

oCriterios de exclusion
1. Pacientes que no puedan ser localizados por la informacidon que se encuentra en el
expediente.
oCriterios de eliminacion

1. Pacientes con muestra de sangre insuficiente o DNA de calidad insuficiente.



Se identificaron 14
pacientes con sospecha
de Deficiencia de 5-alfa

Reductasa
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Proxima Secuenciacion
a 5 pacientes restantes

Figura 9. Algoritmo de seleccion de pacientes



Andlisis estadistico

Se utilizaron medidas de tendencia central y de dispersion. Los datos obtenidos se resumen en tablas

de frecuencia, graficos de barras, entre otros métodos estadisticos.

Descripcién de variables

Variable Tipo de variable Escala de Medicion
Variante genética Cualitativa Nominal, dicotomica
Relacion Cuantitativa Ordinal, continua

testosterona/dihidrotestoterona

Genitales atipicos Cualitativa Nominal, dicotomica
Hipospadias Cualitativa Nominal, policotémica
Criptorquidia Cualtitativa Nomina, policotomica

Edad Cuantitativa Ordinal, continua



Resultados
Descripcion de pacientes

Se encontraron 14 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion de este estudio, a
los que se les tom6 muestra de sangre periférica y se realizo extraccion de DNA previo
consentimiento informado. Por disponibilidad de secuenciador, se incluyeron en el estudio a
9 de los pacientes. El andlisis genético de los 5 pacientes restantes se hara como una segunda

parte de este proyecto de investigacion.

El lugar de procedencia mas comun fue Estado de México, con 5 pacientes, sigue Veracruz

con 2y 2 de Ciudad de México (Figura 10).

Procedencia

B Estado de México mVeracruz m Ciudad de México

Figura 10. Procedencia de pacientes

De los 9 pacientes, 7 (78%) se encontraban en rol masculino y 2 (22%) en rol femenino
(Figura 11). La media de edad fue de 7.7 afios (con un rango de 8 meses al8 afios) y 8 de los
9 pacientes empezaron su abordaje diagnostico en etapa de lactantes, mientras que 1 inicid

en la adolescencia por amenorrea primaria.
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Figura 11. Rol de género de pacientes con DDS

La manifestacion clinica més frecuente fue hipospadias proximal en 6 de los 9 pacientes,
seguida por cuerda en 4 pacientes y de ahi escroto en chal y criptorquidia unilateral en 3

pacientes cada uno (Figura 12).

Manifestaciones

m Hipospadias proximal ~ ®Cuerda  mEscroto en chal  ® Criptorquidia unilateral



Figura 12. Manifestaciones mas frecuentes

Cuatro de los 9 pacientes tenian alteraciones en otros sistemas o dismorfias, como cardiopatia
compleja, persistencia del conducto arterioso, ectopia renal, retraso global del desarrollo,

epilepsia, hemiagenesia tiroidea.

No todos contaban con la relacion de testostetona/dihidrotestosterona ya que actualmente el
Hospital Infantil de México Federico Gémez no cuenta con el reactivo DHT. Contamos con
los valores de 5 pacientes en los que la media fue de 373 (rango de 21-1,600). Los niveles de

T/DHT no se relacionaban con el grado de alteracion de los pacientes.

DDS

M Aislada B Sindromica

Figura 13. DDS sindromicas versus aislada



Resultados Secuenciacion de Sequnda Generacion

En los 9 pacientes se encontraron un total de 804 variantes en los genes de interés SRD5A42,
AR, HSD17B3 y los genes causantes de disgensia gonadal en pacientes XY. De las cuales, solo en el

paciente 5 se encontr6 una variante patogénica en estado homocigoto en SRD542 (Tabla 3).

Paciente Cuadro clinico T/IDHT Gen Cobertura No. Variantes Sitio Prediccion Franklin
SRD5A2 80% 19 Intrénicas profundas, corriente abajo Benignas
AR 87% I5 Intronicas profundas, repetido exon | Benignas
| Hispospadias proximal, cuerda 60
HSD17B3 100% 124 Intrénicas profundas Benignas
c.1583G>A A
DHX37 98% | pArg528Gin Benignas
SRD5A2 79% 7 Intrénica, | exénica Benignas
2 Hipospadias proximal, cuerda 19
AR 91% 15 Benignas
SRD5A2 76% 17 Intronicas y exoénicas Benignas

Hipospadias proximal, escroto en chal,

3 . S r No AR 81% 12 Intrénicas y exdnicas Benignas
criptorquidia unilateral, epicanto
HSD17B3 100% 95 Intrénicas y exoénicas Benignas
SRD5A2 52% 10 Intrénicas y de sitio de splicing Benignas
Criptorquidia bilateral, escroto en chal, L , . No valorable por baja
4 discapacidad intelectual, epilepsia, doble 1,600 AR (2 e Sy CEIEE confidencia
salida del ventriculo derecho, CIA, CIV -
HSDI783 95% 128 Intronicas y exonicas No valorable por baja
confidencia
Rol femenino. Estructuras labioescrotales AR 81% 26 Intrénicas y exoénicas Benignas
5 no fusionadas, falo de 1.5cm, gonadas No
palpables. HSDI7B3 95% 131 Intronicas y exoénicas Benignas
SRD5A2 72% 17 Intrénicas profundas y en sitio aceptor Benignas
Hipospadias proximal, cuerda, escroto en L. L. R
6 chal, criptorquidia unilateral No AR 89% 10 Intrénicas y exdnicas Benignas
HSD17B3 100% 125 Intronicas y exoénicas Benignas
SRD5A2 79% 0
7 Hip-ospadias prqximal, ’cuerda, discap?cidad 317 AR 89% 0
intelectual, hipotonia, atrofia cortical
HSD17B3 100% 0
SRD5A2 80% 0
Hipospadias proximal, escroto en chal,
8 criptorquidia unilateral, ectopia renal y 21 AR 94% 0
persistencia del conducto arterioso
HSD17B3 100% 0
SRD5A2 94% 3 Intrénicas y una exénica Benignas
Rol femenino. Amenorrea primaria,
9 crecimiento del tubérculo genital a los 15 35.2 AR 92% 6 Intrénicas y exdnicas Benignas
afios
HSD17B3 100% 18 Intrénicas profundas Benignas

Tabla 3. Variantes benignas encontradas en genes de interés

Las variantes benignas se distribuyeron de la siguiente manera: 73 variantes en SRD5A2,
109 variantes en AR y 621 variantes en HSD17B3 (Figura 14).
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Figura 14. Variantes benignas en pacientes con DDS en genes de interés

De los 9 pacientes, se encontraron variantes probablemente causantes del cuadro clinico en
cinco de ellos (Tabla 4), ademas del paciente 5, en quien se confirmo el diagndstico de
Deficiencia de 5-alfa Reductasa.

DIAGNOSTICO POR EXOMA

mSi mNo

Figura 15. Porcentaje de pacientes en los que se llegd a un diagnostico probable por exoma.



Patologia

Paciente Cuadro clinico Cobertura Variante Prediccion .
asociada
ZNRF3 90% c.1265T>A p.Leud22HIs  VUS/ Patogénica Disgenesia gonadal
2 Hipospadias proximal, cuerda 9 CATA4 71% c.542C>T VUS / Probablemente  Disgenesia gonadal +
p.Alal8|Val patogénica cardiopatia
Criptorquidia bilateral, escroto en chal, ZFPM2 77% c.1338_133%indelT  VUS/Probablemente  Disgenesia gonadal +
4 discapacidad intelectual, epilepsia, 1.600 p-Leud4Tfs patogénica cardiopatia
doble salida del ventriculo derecho, ’
CIA, CIV LZTRI* 96% c993+1G>C VUS / Patogénica Sindrome de Noonan
Rol femenino. Estructuras .
5 labioescrotales no fusionadas, falo de NO SRD5A2 95% cTBETPAGMTD g patoginica  Deficienci de S-alfa
. (homocigota) Reductasa
|.5¢m, gonadas palpables.
MAP3KI 90% e VUS / Patogénica
Hipospadias proximal, cuerda, escroto PATE s . .
6 . e NO Disgenesia gonadal
en chal, criptorquidia unilateral
LHX9 96% ¢.20G>A p.Arg7GIn VUS / Patogénica
Hipospadias proximal, cuerdz, VUS / Probablemente Enfermedad de
7 discapacidad intelectual, hipotonia, 31 GFAP* 100% ¢.77C>T p.Ala26Val . Alexand
atrofia cortical patogénica exander
FGRRI 93% c.1081+7A>C Us Sindrome de
Hipospadias proximal, escroto en chal, Kallmann
8 criptorquid{a unilateral, ectopia rgnal y 21 Miopatia AD/
persistencia del conducto arterioso ANO5* 9% c.1767C>A p.Tyr589* Patogénica Displasia
Gnatodiafisiaria
Rol femenino. Amenorrea primaria,
9 crecimiento del tubérculo genital a los 352 MAP3KI 92% c919C>T Probabkfm.ente Disgenesia gonadal
p.p-Arg307Cys. patogénica

15 afos

Tabla 4. Variantes potencialmente causantes de la enfermedad.
* Genes que no pertenecen al panel de DDS




En el paciente 4 se identifico una variante patogénica en estado heterocigoto en el gen LZTR1,
que causa sindrome de Noonan. A la revaloracion del paciente, presentaba datos clinicos
correspondientes a esta entidad, como talla baja, cardiopatia y fisuras palpebrales
descendentes.. Pacientes con sindrome de Noonan pueden presentar alteraciones como
cirpotorquidia y escroto en chal como en este paciente.

Fotografias clinicas del paciente 4. Se obtienen fotografias previa firma de consentimiento informado.



De los pacientes con diagnosticos probables, cabe sefialar que 3 tuvieron variantes
patogénicas que orientan hacia una disgenesia gonadal, mientras que solo en un caso se
corrobor6 la Deficiencia de 5-alfa Reductasa y que en ningin paciente se encontraron
variantes patogénicas en AR.

m Disgenesia gonadal ® D5AR = Otras

Figura 16. Porcentaje de diagndsticos en los pacientes.



Discusion

El objetivo de este estudio fue identificar variantes genéticas en pacientes con diagnostico
clinico sugestivo de Deficiencia de 5-alfa Reductasa; una parte importante en el abordaje de
esta patologia es la medicion de la relacion de testosterona (T) /dihidrotestosterona (DHT),
ya que la isoforma 2 de la 5-alfa reductasa es la tnica enzima que convirte T en DHT para e

desarrollo de los genitales masculinos(2), bioldgicamente no existe otra causa que pudiera

alterar esta relacion.

Por falta de reactivo de DHT no se pudo realizar el estudio a todos los pacientes, pero de la
cohorte de 9 pacientes, 6 contaban con valores >20 por lo que el diagndstico que se les habia
dado y que se encontraba en el expediente clinico era de Deficiencia de 5-alfa Reductasa. Al
realizar el estudio de Secuenciacion de Segunda Generacion en estos pacientes esperabamos
encontrar y reportar variantes del gen SRD542 en nuestra poblacion, ya que actualmente hay

pocos casos reportados.(3, 4)

Se encontraron variantes en el gen SRD5A42 en casi la totalidad de los pacientes, pero solo
una (0.7%) fue patogénica; las otras 73 variantes se clasificaron como benignas. Queremos
entonces, destacar que encontrar un cambio en la secuencia de DNA en un gen no es
forzosamente deletéreo o causante de enfermedad. Con estos datos consideramos que al ser
un gen con multiples variantes benignas, un estudio de tamiz tipo Analisis de Fusion de Alta
Resolucion (“HRM” por sus siglas en inglés) que solo detecta de forma inespecifica que

existe un cambio en la secuencia, no tendria valor diagndstico.

Contrario a lo que esperdbamos, ninguno de nuestros pacientes con una relacion T/DHT tuvo
variantes patogénicas en SRD5A2, por lo que se descarta el diagndstico de Deficiencia de 5-
alfa Reductasa en ellos, cabe mencionar que todos ellos se encuentran en rol masculino. Se
confirmo¢ el diagnostico de Deficiencia de 5-alfa Reductasa en un paciente en rol femenino,

con genitales atipicos. La secuenciacion reveld que la paciente es homocigota para una



variante. En la historia clinica se negaron consanguinidad y endogamia, aunque valdria la
pena reinterrogar y ampliar el arbol genealogico. Asi mismo, debido a que los/as pacientes
con esta entidad presentan virilizacion en la pubertad por la accidon de otra isoforma de la
enzima, es nuestro verer asesorar a los padres junto con el servicio de psicologia para valorar

cambio en el rol.

Una posible explicacion del por qué encontramos solo un paciente con esta patologia es que
la cobertura del gen SRD5A2 no fue la ideal en todos los casos, siendo la mas baja del 52%
en el paciente 4. La falta de cobertura del gen por alteraciones en la técnica es una limitante
de nuestro estudio. En los otros pacientes la cobertura es igual o mayor a 79%. Podria haber
sido necesaria una nueva evaluacion en el paciente 4, pero en ¢l se encontraron variantes en

otros genes que explican el fenotipo.

Se encontraron variantes patogénicas/probablemente patogénicas en genes del panel de
disgenesia gonadal del Departamento de Genética del Hospital Infantil de México Federico
Gomez en 3 pacientes. En el paciente 2 se encontraron variantes en ZNRF3y en GATA4. En
2018 se publico el papel de ZNRF3 en la determinacion testicular al inhibir la via canonica
de WNT, donde reportan a un paciente con hipospadias proximal, como nuestro paciente.(25)
Por su parte GATA4 se encuentra en 8p23.1 y codifica un factor de transcripcion esencial
para el corazon y la determinacion gonadal. (24) El paciente en el que se encontr6 esta
variante no presenta cardiopatia, pero recientemente se ha propuesto que las alteraciones
cardiacas en GATA4 se propician al contar con variantes patogénicas en genes modificadores
de la enfermedad como LRP4 o LHCGR(26); por lo que la cardiopatia no siempre esta

presente en pacientes con variantes en este gen.

En el paciente 4 se encontraron variantes en los genes ZFPM2 y LZTR. ZFPM?2, antes
conocido como FOG2 (“Friend of GATA” por su siglas en inglés), se coexpresa con Gata4
en el corazdn, el cerebro y las gonadas durante el desarrollo del ratéon, con una alta expresion
en las gonadas del raton XY en el momento de la formacion de células de Sertoli.(27) Se han
reportado variantes en pacientes con disgenesia gonadal, tanto en rol masculino como

femenino. Por otra parte, el gen LZTRI estd implicado en el sindrome de Noonan con



herencia tanto AR como AD.(28) Las manifestaciones clinicas que presentan estos nifios con
frecuencia son macrocefalia relativa, facies caracteristica con ptosis y fisuras palpebrales
descendentes, cardiopatias congénitas, discapacidad intelectual y talla baja; también se han
reportado alteraciones genitourinarias en la que se incluye la criptorquidia. (29) Estas
manifestaciones concuerdan con las de nuestro paciente, con la diferencia en que la
cardiopatia que presenta es mas compleja que las que se ven comunmente en el sindrome de
Noonan. Podria ser que ZFPM?2 actiie como modificador del fenotipo en el paciente en cuanto

a la cardiopatia.

En el paciente 6 se encontraron variantes en los genes MAP3KI y LHX9. El gen de
transduccion de seniales, MAP3K1, es parte de una red de genes responsables del desarrollo
gonadal. Se han reportado casos con variacion fenotipica que va desde disgenesia gonadal
pura, en ocasiones con gonadoblastoma, hasta hipospadias y micropene con criptorquidia.
(30) Estudios recientes sugieren que MAP3K1 es uno de los genes con mayor frecuencia en
Diferencias del Desarrollo Sexual 46,XY, reportado en el 13 a 18% de los pacientes. (31) En
el afio 2000 se publico un estudio en el que Lhx9 era esencial para la formacion de gonadas
en ratones. (32) Ya que el paciente presenta Unicamente alteraciones en genitales,

alteraciones en estos genes explican el fenotipo.

A la paciente 9 se le encontrd una variante no reportada, con prediccion de probablemente
patogénica en el gen MAP3KI, que explica el fenotipo. Al tener variantes patogénicas en
genes que causan disgenesia gonadal, podria ser de utilidad realizar biopsia de tejido gonadal,

ya que el diagnodstico de disgenesia gonadal es histopatologico.

En el paciente 8 se encontraron variantes en los genes FGFRI y ANOS. Variantes en el gen
FGFRI se asocian al sindrome de Kallmann 2. El sindrome de Kallmann se caracteriza por
hipogonadismo hipogonadotropico debido a la deficiencia de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) y anosmia relacionada con la ausencia o hipoplasia de los bulbos
olfatorios.(33). Entre otras manifestaciones clinicas se encuentran criptorquidia, micropene,
mano hendida y labio/paladar hendido. (34) Esta variante no explica el fenotipo renal ni

cardioldgico del paciente y la variante que se encontr6 fue de significado incierto. Podria ser



de utilidad buscar esa variante en los padres. El gen ANOS se asocia a miopatia y a displasia
gnatodiafisiaria. Llama la atencién que el paciente actualmente no presenta miopatia, ya que
la enfermedad tiene una herencia autosémico dominante y la variante es patogénica. Podria

ser de ayuda corroborar la variante por medio de secuenciacion tipo Sanger.

Al paciente 7 se le encontr6 una variante en el gen GFAP, relacionado con la Enfermedad de
Alexander. La enfermedad de Alexander es extremadamente rara, con una prevalencia de 5
afios informada de 1 en 2,7 millones en el unico estudio poblacional que se ha realizado. No
hay reportes de Diferencias del Desarrollo Sexual en personas con esta patologia. (35) Se

continuara con el abordaje de este paciente.

Llama la atencion que en nuestra cohorte de pacientes, aun sin tener la sospecha clinica de
disgenesia gonadal, ésta es mas frecuente que la Deficiencia de 5-alfa Reductasa. Dentro de
las DDS 46,XY, se considera que la mas frecuente es la Insensibilidad a los andrégenos. En
nuestra cohorte, tal vez por el tamafio de la muestra, no encontramos variantes patogénicas
en el gen AR. Otra razon por la falta de este diagndstico es que la mayoria son por
insenbilidada completa a los androgenos, la cual generalmente no se diagnostica en edades

pediatricas por el fenotipo femenino.

Comparando con otras cohortes con pacientes con diagnostico de Deficiencia de 5-alfa
Reductasa por el valor de la relacion T/DHT, nuestra frecuencia de esta patologia fue mucho
menor (un paciente de los 9 secuenciados), lo que nos podria orientar a un error en la técnica
de la relacion T/DHT. El tener s6lo un paciente con el diagndstico es una limitante para este
estudio, ya que no podemos hacer relacion genotipo-fenotipo ni realizar grandes
comparaciones con los fenotipos de los pacientes con otros diagndsticos como disgenesia

gonadal.

El paciente con Deficiencia de 5-alfa Reductasa se encuentra en rol femenino, como una de
las pacientes con disgenesia gonadal; aun asi, sus genitales eran atipicos con gonadas
palpables. Los otros dos pacientes con disgenesia gonadal se encontraban en rol masculino y

cuadro clinico de cuerda e hipospadias proximal.



Finalmente, lo encontrado en nuestra cohorte de pacientes pudiera corresponder a lo
reportado en la literatura, ya que en estudios de pacientes con diferencias del desarrollo
sexual y secuenciacion de segunda generacion se ha observado que la Deficiencia de 5 alfa
reductasa no es frecuente, generalmente ésta se encuentra ubicada después del Sindrome de
Insensibilidad a Andrégenos y en algunos casos es incluso menos frecuente que la Disgenesia

gonadal (33, 34).



Conclusiones

Se estudiod a los pacientes mediante Secuenciacion de Segunda Generacion en busqueda de
variantes en SRD5A2 por el cuadro clinico y los estudios hormonales. Ya que no se encontrd
ninguna relacién con los valores elevados de T/DHT y el diagnodstico molecular de
Deficiencia de 5-alfa Reductasa, consideramos que, al menos en nuestra Institucion no se
puede realizar el diagndstico clinico de la forma en la que las guias lo proponen.

Consideramos que puede ser por un error en la técnica.

Por ende, la hipotesis no se cumplid. No se encontrd el diagnostico molecular de Deficiencia
de 5-alfa Reductasa en la mayoria de los pacientes con ese diagnostico clinico; en contraste,
encontramos mas casos de disgenesia gonadal, otra de las principales causas de Diferencias

del Desarrollo Sexual.

La prevalencia en nuestra cohorte fue del 11% (1 de 9 pacientes), similar al 13% de la
poblacion en Republica Dominicana; atin asi hace falta continuar con el estudio para contar

con una cohorte mas grande.

Por otro lado, contdbamos con un grupo de pacientes con DDS 46,XY en el que por estudio
de secuenciacion se encontraron variantes que pueden explicar la enfermedad en un 56%,
que es mayor que lo reportado (43-45%). (6) Por ende, el uso de la Secuenciacion de Segunda
Generacion para el diagnostico de pacientes con Diferencias del Desarrollo Sexual 46,XY en
nuestra poblacion podria aumentar la tasa de diagnéstico confirmatorio y asi, disminuir los
diagndsticos presuntivos erroneos. Ya que las enfermedades que encontramos tienen una
herencia diferente al de la Deficiencia de 5-alfa Reductasa, nuestros pacientes se veran

beneficiados con un asesoramiento genético adecuado.

Por ultimo, con estos resultados seria relevante sospechar primero en disgenesia gonadal en
pacientes con genitales atipicos 46,XY de este Instituto, ya que parece tener una mayor
frecuencia en nuestra poblacion que la Deficiencia de 5-alfa Reductasa y la Insensibilidad a
Andrégenos. Esto cambiaria mucho el abordaje ya que nos hace darle un mayor peso al riesgo

de cancer en una gonada disgenética.



Cronograma de actividades

ACTIVIDADES
MESES Identificacién | Revision Realizacion de Analisis de | Redaccion de Preparacion
de pacientes clinicay secuenciacion de | datos tesis de
toma de segunda Publicacion
muestra de | generacion
sangre
periférica
Jul-Ago X X
Sept-Oct X X X
Nov-Dic X X X X
Ene-Feb X X X
Mar-Abr X X
Mayo-Jun X
Jul-Ago X
Sept-Oct X
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Limitaciones del estudio
= Dificultad para contactar pacientes.

= No todos los pacientes contraron con la medicion de dihidrotestosterona, por lo que
no se pudo obtener la relacion testosterona/dihidrotestosterona.
= La cobertura de la secuenciacion de segunda generacidon que en algunas regiones fue

baja, por lo que no se pueden descartar variantes en dichas regiones
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