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1® PARTE: Fisiopatologia de la diferenciacion sexual. Orientacion diagndstica

La diferenciacion sexual requiere durante la vietalfel encadenamiento de una serie de procesasyardeterminacion y regulacién
interviene un gran nimero de genes que codificainizsis de proteinas cuyas acciones son impdésieia para que el feto alcance
una diferenciacién completa hacia el sexo femenihacia el masculino (Fig. 1). Cada gen tiene goertana estructura (secuencia)
normal para que la proteina correspondiente puiatietizarse o para que su estructura sea normak Joptanto pueda ser activa.
Clasicamente se han distinguido tres etapas oesiwd diferenciacion sexual: el sexo genéticoexa gjonadal y el sexo genital que
guedan determinados durante el periodo fetal. Yante la infancia, pero sobre todo durante la gadey en el adulto debemos afiadir
el sexo fenotipico (caracteres sexuales secunflasbsexo psicosexual y el sexo social. El sexcégem queda determinado en el
momento de la fertilizacién del ovocito por el espatozoide. Dependiendo de la constitucion gonosardel espermatozoide,
quedara determinado el sexo genético masculino 46XeM espermatozoide lleva el cromosoma Y o el fene46XX cuando el
espermatozoide lleva el gonosoma X.

La constitucion genética de los cromosomas sexuededeterminante para la diferenciacion masculifeneenina de la gonada
primitiva, siendo imprescindible la expresion degen del cromosoma Y para la diferenciacion telticlaunque otros genes tanto
autosdmicos como en el cromosoma X son también aggsgara la diferenciacion del testiculo fetalslgenes necesarios para la
diferenciacion y mantenimiento del ovario son auenas conocidos. En cambio, la determinacion del dismo sexual de los
genitales internos y externos depende de la séargcaccion de varias hormonas por parte de ladgofetal masculina, es decir del
testiculo.

Para imponer la diferenciacion masculina, los ¢akis fetales deben ser morfolégica y funcionalmemirmales. Las funciones del
testiculo tienen una determinada cronologia durdmteida fetal. Dos tipos de secreciones testieglason necesarias para la
diferenciacion masculina: la de andrégenos, testoish, por parte de las células de Leydig del itibdsy la del factor inhibidor de los
conductos de Miiller (MIF) por parte de las célulasSertoli del tabulo seminifero. Androégenos y MIFGaet sobre sus tejidos diana:
conductos de Wolff y genitales externos para los@yehos y conductos de Miller para el MIF. Se calcuie por lo menos unos 30
genes distintos (localizados en los cromosomas X,en algunos autosomas) intervienen en la regulad® los distintos procesos
necesarios para la determinacion y diferenciaceéxua (Fig. 1 y Fig. 2). Es seguro que no todogyleises que intervienen en estos
procesos son conocidos y por lo tanto en el cueslogl afios préximos se caracterizaran nuevos genesvas patologias que como
tales ya existian pero cuyo origen o etiologia exandesconocidos.



Cada gen puede adquirir cambios en su estructardg panto mutaciones, de manera que las queaafecta cascada
de genes que regulan la diferenciacién sexual peovéas correspondientes anomalias de la diferddniaexual.

La afectacion mas frecuente de la diferenciaciomeféna es debida a la llamada “Hiperplasia Supmatr€ongénita”
por anomalias en el gen del enzima 21-hidroxilaga grovocan, en el feto con sexo genético y gonadadninos,
una virilizacion de los genitales externos. Seatrabn mucho, de la causa mas frecuente entrentanadias de la
diferenciacion sexual.

La afectacion de la diferenciacion masculina pusetedebida a alguna anomalia en alguno de lospiedtgenes
necesarios para alcanzar la virilizacion compl€ig.(1 y Fig. 2). La anomalia méas frecuente, aurgjuéncidencia
real es desconocida, es la alteracion de la aad@hos andrégenos por mutaciones en el gen deptarcee
andrégenos que provoca los llamados sindrome @msislidad o resistencia completa o parcial adodrogenos
(CAIS en ingléscomplete androgen insensitivity syndromeRAlS, partial androgen insensitivity syndromeEsta
anomalia ocurre en el dltimo eslabdn de la caderecdiones necesarias para la virilizacion (Fig. 2)

El diagnéstico y tratamiento de las anomalias déifierenciacién sexual requiere un abordaje muitigiinario
(pediatras y/o endocrinoldgos, genetistas, bioqudsi radidlogos, anatomo-patdlogos, cirujanos, Opsjos Yy
psiquiatras).

El diagnédstico de las anomalias de la diferencraoidsculina (pseudohermafroditismo masculino cuahaariotipo
es 46,XY) requiere una serie de exploracionesydest que deben ser llevados a cabo de forma cawtdi(Fig. 3 y
Fig. 4). Para llegar al diagndstico molecular casm haximas garantias de que éste pueda ser eficdselutamente
necesario que los pasos previos hayan sido reaizadnalizados adecuadamente (Fig. 3).

Las anomalias de la diferenciacion sexual puedasificiarse segun el tipo de gonadas presentes (Talsindo la
clasificacion actual completa la presentada eff dédas 2a y 2b.

La Tabla 3 presenta los genes por ahora conocidgascmutaciones pueden dar lugar a los diferelipes te
anomalias de la diferenciacién sexual.
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TABLA 1

CLASIFICACION DE LAS ANOMALIAS DE LA DIFERENCIACION  SEXUAL
SEGUN EL ESTADO DE DIFERENCIACION DE LAS GONADAS

GONADAS DIAGNOSTICO

Ovarios bilaterales Pseudohermafroditismo femenino
Testes bilaterales Pseudohermafroditismo masculino
Ovario y testiculo Hermafroditismo verdadero

Testiculo y cintilla gonadal Disgenesia gonadal ntix

Cintillas gonadales indiferenciadas Disgenesia godal pura

0 ausencia de gonadas Disgenesia ovarica (SindrodeeTurner)

Sindromes de regresion testicular



TABLA 2a

CLASIFICACION DE LAS ANOMALIAS DE LA DIFERENCIACION _ SEXUAL (1)

ANOMALIAS DE LA DIFERENCIACION GONADAL

Anomalias de la diferenciacion ovarica

Sindrome de Turner 45,X0 y variantes

Disgenesias gonadales 46,XX

Masculinizacidon de las gonadas con cariotipo 46,XX

Anomalias de la diferenciacion testicular
Disgenesias gonadales 46,XY y pseudohermafroditisasoutino disgenético
Genes DMRT1 y DMRT2
Gen WNT4
Gen DAX-1
Gen SRY
Gen WT-1
Gen SOX-9
Gen SF-1
Otros genes candidatos y sindromes malformativosiados a
pseudohermafriditismo masculino disgenético
Disgenesias gonadales mixtas
Hermafroditismo verdadero
Disgenesias del tubulo seminifero
Sindrome de Klinefelter 47,XXY y variantes
Varones 46,XX
Sindromes de regresion testicular



TABLA 2b

CLASIFICACION DE LAS ANOMALIAS DE LA DIFERENCIACION

SEXUAL (2)

ANOMALIAS DE LA DIFERENCIACION GENITAL

Anomalias de la diferenciacion genital interna enlesexo femenino

Pseudohermafroditismos femeninos
Hiperplasia suprarrenal congénita
Déficit de 21-hidroxilasa (gen CYP21B)
Déficit de 1)5-hidroxilasa (gen CYP11B1)
Déficit de F-hidroxiesteroide deshidrogenasa (gen HSD3B2)
Déficit de aromatasa (gen CYP19)
Tumor fetal virilizante
Tumor materno virilizante
Virilizacién yatrogénica
Malformativo e idiopatico

Pseudohermafroditismos masculinos
Pseudohermafroditismo masculino interno (gen AMHyg&MHR)
Déficit de secrecion de testosterona

LH fetal andmala (gen LH)

Aplasia/hipoplasia de células de Leydig (gen LHCGR)

Defecto de la biosintesis del colesterol (défieitrddehidro-colesterol reductasa) (gen DHCR7)

Déficits enzimaticos biosintesis de la testosterona
Proteina StAR (gen StAR)
Colesterol desmolasa, 20-22-desmolasa (gen CYP11A)
3/-hidroxiesteroide deshidrogenasa (gen HSD3B2)
17c-hidroxilasa y 17,20 desmolasa (gen CYP17)

174-hidroxiesteroide deshidrogenasa (gen HSD17B3)

Anomalias en el mecanismo de accién de los ando&gen
Déficit de m-reductasa (gen SRD5A2)
Resistencia a los androgenos (gen AR)

Pseudohermafroditismo masculino yatrogénico

Pseudohermafroditismo masculino idiopatico



MUTACIONES MONOGENICAS DESCRITAS CAUSANTES DE ANOMA LIAS DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Gen N° OMIM Diagnésticos

DMRT1 / DMRT2 602424/604935 Disgenesia gonadal en ansheexos

WNT4 603490 PSHM por duplicacion

DAX-1 300473 PSHM por duplicacion

WT-1 194080 PSHM

SF-1 184757 PSHM

SOX-9 608160 PSHM por mutacién y PSHF por duplicacion
SRY 480000 Disgenesia gonadal pura 46,XY / PSHM disgarco / ( DGM / HV )
DHCR7 270400 PSHM en sindrome de Smith-Lemli-Opitz
CYP21B 201910 PSHF por déficit de 21-hidroxilasa

CYP11B1 202010 PSHF por déficit de thidroxilasa

CYP19 107910 PSHF por déficit de aromatasa

AMH 600957 PSHM interno por déficit de AMH

AMHR 600956 PSHM interno por resistencia al AMH

LHB 152780 PSHM por LH anémala

LHCGR 152790 PSHM por aplasia/hipoplasia células Leydj

StAR 600617 PSHM con HSC lipoidea

CYP11A 118485 PSHM con HSC por déficit de colesterdesmolasa
HSD3B2 201810 PSHM y PSHF con HSC por déficit dgaHSD
CYP17 202110 PSHM con HSC por déficit de bi-hidroxilasa/17,20-liasa
HSD17B3 605573 PSHM por déficit de I¥HSD

SRD5A2 607306 PSHM por déficit de &-reductasa
AR 300068 PSHM por resistencia a los andrégenos

PSHM= pseudohermafroditismo masculifdGM= disgenesia gonadal mixta.
HV= hermafroditismo verdader®SHF=pseudohermafroditismo femenino. TABLA 3
HSC= hiperplasia suprarrenal congéniRc=receptor.

OMIM = Online Mendelian Inheritance in Man (http://www. ncbi.nlm.nih.gov)



2° PARTE: PROTOCOLOS PARA EL DIAGNOSTICO MOLECULAR

El cuerpo humano esta constituido por entre dieewy billones de células que se encuentran agrupadésjidos. En el interior de
las células se encuentra un organulo mas o mefé@gesdienominado nulcleo que contiene los cromosofstos cromosomas estan
formados por largas moléculas de DNA asociadasoteipas, y que constituyen el sustrato del matgealético. Alrededor del
ndcleo se encuentra el citoplasma, una densa énlacuosa en la que estan disueltas miles de nedédiferentes y una serie de
organulos.

El genoma humano consiste en moléculas de DNAmmafale doble hélice en la que las dos cadenas gstdicamente unidas por
enlaces. Cada cadena de DNA esta constituida posugesion lineal de unas moléculas denominadasdtiahs. Estos nucleétidos
son cuatro: ADENINA (A), TIMINA (T), CITOSINA (C) YGUANINA (G). Los genes son partes de la moléculdt\ que forma
los cromosomas, y codifican la secuencia de amidoade las proteinas. Cada célula contiene el smigimero de cromosomas (44
autosomas y dos cromosomas sexuales, XX en la mufét en el hombre) y, por tanto, de genes ( de w600 a 100.000). El
contenido total de DNA de una célula se denomime ge.

La informacién genética esta codificada por la seciaede nucleétidos. En las uniones que se establestre las dos cadenas de
DNA la A se une especificamente ala Ty la C@.la

Mientras que el DNA se encuentra localizado endeleo de la célula, la sintesis de las proteimamtiugar en el citoplasma. Esto
sugiere que debe existir un mecanismo de trangfierdisica de la informacion desde el nicleo adpldsma. Este mecanismo
consiste en la sintesis en el nlcleo y a partiD8& de los genes, de unas moléculas intermedidéasminadas RNAs.

Los RNA son sintetizados, en un proceso llamadwstrdpcion, a partir de una de las cadenas de DAllsIgenes. Estas moléculas
de RNA se denominan RNA mensajeros, y son trarspast al citoplasma donde la informacién que coatieen forma de su
secuencia de bases es traducida en una secuepedfiea de aminoacidos durante el proceso dessntie proteinas o traduccion.
Tres nucleotidos, es decir, un CODON, codificanamminoéacido. Es posible que un aminoacido puedaagificado por varios
codones distintos, por lo que se dice que el cogay@tico esta degenerado. Existen ademas tres codEsponsables de la parada
de la sintesis de proteinas: coddn stop.

Aunque parezca sorprendente, sélo una pequefia gertgenoma humano (2-3%) tiene capacidad codiicaes decir, esta
constituido por secuencias de DNA que especificanproteina.

La secuencia de aminoacidos es responsable daena fpfuncién de la proteinas, y esta determinaddapsecuencia de nucleétidos
de los genes. Los cambios que ocurran en la sdaudddases en el DNA de los genes se convertiireq en alteraciones en la
secuencia de bases del RNAm, y luego en cambitsssatuencia de aminoacidos de las proteinas.



Las| mutaciongs que tienen lugar a nivel de un geslesominan mutaciones génicas. Podemos hablar de
diferentes tipos de mutaciones:

-las delecionesconsisten en la pérdida total o parcial, hasta miesalo nucleétido, de una parte de la
secuencia del gen. La delecion total del gen darlada ausencia de la proteina mientras que laidele

de uno o varios nucleétidos provoca un cambio gpalata de lectura que da lugar a una proteina final
anomala.

- lasinsercionesconsisten en la adicion de uno o varios nucleotifistas inserciones provocan también
un cambio en la pauta de lectura que da lugar grotaina final anémala.

- otras mutaciones consisten er@&nbio de un nucledtidpor otro. Estas se pueden clasificar en:

- mutaciones en las que el cambio de un nucleétdtughar a la introduccién de wodon stop Este

tipo de mutaciones da lugar a una proteina trungadapierde parte de sus dominios funcionales y que
ademas presenta una reduccién o pérdida totaltkdad.

- mutaciones en las que el cambio de un nucleotaddtugar al cambio de un aminoacidopor otro
diferente. El cambio de un solo aminoacido pueddossuficientemente importante para la funcion de
la proteina ya que provoca un cambio conformacideadsta.

- en algunos casos un cambio de nucledtidala lugar a un cambio de aminoacido ya que el codigo
genético lo permite. Sin embargo, este cambio pusele importante ya que existen factores
relacionados con la regulacion del sistema quenaaen determinadas secuencias dentro del gen.



Tal como se menciona en la 12 parte de esta exposiel diagndstico de las anomalias de la
diferenciacion sexual requiere un abordaje muttigi;ario (pediatras y/o endocrinologos,
genetistas, bioguimicos, radiélogos, anatomo-pgb&locirujanos, psicoélogos y psiquiatras).

La citogenética permite establecer el cariotipm g@nsecuencia detectar posibles anomalias como
las aneuplodias (nUmero andmalo de cromosomas)ekemcia de mosaicos por existir varias
lineas celulares o la presencia de delecionesjcdomnes o translocaciones. Si el cariotipo es
46,XX, estructuralmente normal, el diagnostico senta hacia el PSHF (pseudohermafroditismo
femenino) y si es 46,XY, estructuralmente normalcid el PSHM (pseuodohermafroditismo
masculino).

Las determinaciones hormonales permiten confireanayor parte de diagndsticos sobre todo en
el caso del PSHF y orientar buena parte de losndsigos del PSHM. En el caso del PSHM la
posibilidad de cultivar fibroblastos de piel gehibbtenida en el momento de una intervencion
quirdrgica permite caracterizar las anomalias emedanismo de accion de los andrégenos que
pueden situarse a 2 niveles: la enzimaréductasa (gen SRD5A2) o el receptor de androgenos
(gen AR) (Figura 5).

Para llegar al diagnostico molecular con las magimarantias de que éste pueda ser eficaz es
absolutamente necesario que los pasos previos ls&d@mealizados y analizados adecuadamente.
Es pues necesario que se haya orientado el diagm@stra poder decidir qué gen o qué genes

puede/n estar afectado/s y emprender su estudio.

La metodologia utilizada para el diagnostico mdkacesta esquematizada en la Figura 6.
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MUTACIONES EN EL GEN DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

El gen del receptor de andrégenos se localiza eroetosoma X. Consta de 8 exones que codifican para
una proteina de 919 aminoacidos. Esta proteinataates tres dominios funcionales: el dominio de
transactivacion, codificado por el exon 1; el domide unidén al DNA, codificado por los exones 2 y &]
dominio de union al andrégeno, codificado por kenes del 4 al 8.

X ql1-12
CROMOSOMA X ( p q ]

GEN
90 kb
PROTEINA i
919 aas Dominio de Dominio Dominio
transactivacion  de union de unién
al DNA al ligando

Las mutaciones en los dominios de union al andr@gead DNA pueden dar lugar a formas tanto completa
como incompletas, mientras que las mutaciones erdel 1 dan lugar a formas completas en la mayade par
de los casos.

Actualmente es recomendable el diagndstico molealdalos casos de resistencia total o parcial a los
androgenos. Ello es importante, ademas, para mst@blecer un estudio familiar que permita la dadec

de las mujeres portadoras del cromosoma X andémaém ycaso necesario, hacer posible el diagndstico
prenatal.



