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RESUMEN

El hipopituitarismo congénito (HC) es una enfermedad con una incidencia de 1 en 4000
nacidos vivos [1]. Forma parte de un espectro de anomalias hipofisarias, que abarcan de casos
severos como la holoprosencefalia (HPE) a moderados como la deficiencia aislada de hormona de
crecimiento (IGHD). Las causas genéticas de estas enfermedades se superponen ampliamente.
Mas de 60 genes han sido implicados en estos trastornos [2][3]. Entre ellos, se encuentran genes
implicados principalmente en la sefializacion celular, las cilias, la matriz extracelular y la adhesion
celular, y en la regulacion transcripcional durante el desarrollo del hipotalamo y la glandula
pituitaria. No obstante, la mayoria de los pacientes diagnosticados clinicamente (~80%) carecen
de un diagnéstico molecular certero [4].

El presente proyecto de tesis tuvo como objetivo dilucidar el origen molecular de estas
enfermedades en una cohorte de 20 pacientes pediatricos Argentinos, mediante secuenciacién de
exoma completo (WES) y posterior analisis bioinformaticos.

De los 20 casos analizados, se encontraron variantes relevantes en el 35% de los mismos
(7/20). Se encontraron 4 variantes patogénicas (P) o posiblemente patogénicas (LP), y 3
variantes de significado incierto (VUS), las cuales requieren de mayor evidencia para definir su
patogenicidad. Tres de estas variantes fueron encontradas en genes previamente asociados a la
patologia (GLI2, PITX2, GLI3) mientras que otras cuatro en genes nuevos o poco frecuentes
(COL1A1, ARL6, ARID2, WFS1).

En resumen, en este trabajo hemos identificado variantes responsables del fenotipo parcial
o total de 7 pacientes (de 20) con HC de Argentina, ampliando asi la evidencia disponible al dia de

la fecha sobre los diversos genes causantes de la enfermedad.
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SUMMARY

Congenital hypopituitarism (CH) is a disease with an incidence of 1 in 4,000 live births [1]. It
is part of a spectrum of pituitary abnormalities, ranging from severe cases such as
holoprosencephaly (HPE) to moderate cases like isolated growth hormone deficiency (IGHD). The
genetic causes of these diseases largely overlap, with more than 60 genes implicated in these
disorders [2][3]. Among them are genes primarily involved in cell signaling, cilia function, the
extracellular matrix, cell adhesion, and transcriptional regulation during the development of the
hypothalamus and pituitary gland. However, the majority of clinically diagnosed patients (~80%)
still lack a molecular diagnosis [4].

The objective of this thesis project was to elucidate the molecular origin of these diseases
in a cohort of 20 Argentine pediatric patients using whole-exome sequencing (WES) followed by
bioinformatic analyses.

Among the 20 analyzed cases, relevant variants were identified in 35% of them (7/20). Four
pathogenic (P) or likely pathogenic (LP) variants were found, along with three variants of uncertain
significance (VUS), which require further evidence to determine their pathogenicity. Some of these
variants (3/7) were identified in genes previously associated with the disease (GLI2, PITX2, GLI3),
while others (4/7) were found in novel or less frequent genes (COL1A1, ARL6, ARID2, WFS1).

In summary, this study identified variants responsible for the partial or complete phenotype
in 7 out of 20 Argentine patients with CH, thereby expanding the current evidence on the diverse

genetic causes of the disease.
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ABREVIATURAS

ACMG: American College of Medical
Genetics and Genomics

ACTH: Corticotropina

AH: Adenohipofisis

B: Benigna

CPHD: Deficiencia combinada de hormonas
hipofisaria

CNV: Variaciones en el numero de copias
FSH: Hormona estimulante del foliculo

GH: Hormona del crecimiento

HC: Hipopituitarismo congénito

HPE: Holoprosencefalia

IGHD: Deficiencia aislada de hormona de
crecimiento

KO: knockout

LB: Probablemente benigna

LH: Hormona luteinizante

LP: Variante probablemente patogénica

MRI: Imagen por resonancia magnética
NeEc: Ectodermo Neural

NH: Neurohipofisis

NGS: Secuenciacion de siguiente generacion
OMIM: Mendelian Inheritance in Man

OrEc: Ectodermo Oral

OXT: Oxitocina

P: Variante patogénica

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PRL: Prolactina

PP: Hipdfisis posterior

PSIS: Sindrome de interrupcion del tallo
RPP: Proliferacion de la bolsa de Rathke

RP: Bolsa de Rathke

SOD: Displasia septo 6ptica

TSH: tirotropina

VUS: Variante de significado incierto

WES: Secuenciacion de exomas completos

Wt: wild-type (salvaje)



INTRODUCCION

1. Glandula hipofisaria.

La glandula pituitaria, también conocida como hipdfisis, es una glandula endocrina esencial
que regula diversas funciones biologicas fundamentales. Se encuentra ubicada en la base del
cerebro, en una estructura 6sea llamada silla turca y esta presente en todos los vertebrados
(Figura 1 A). Dicha glandula desempena un papel crucial en las primeras etapas del desarrollo,
controlando procesos como el crecimiento, el inicio de la pubertad y el mantenimiento del
metabolismo. Esto lo logra a través de la produccion y secrecion de varias hormonas, entre las
que se incluyen la hormona del crecimiento (GH), la hormona adrenocorticotropa (ACTH), las
hormonas gonadotrdpicas (LH y FSH), la hormona estimulante de la tiroides (TSH), la hormona
estimulante de melanocitos (MSH), hormona antidiurética (ADH), oxitocina (OXT) y prolactina
(PRL) (Figura 1B). Cualquier alteracion en la funcién de la hipdfisis puede tener efectos

significativos sobre el desarrollo fisico y metabdlico [5].
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Figura 1: La Glandula Hipofisaria. A. Morfologia y ubicacion de la hipéfisis en el cerebro humano.
llustraciones realizadas a partir de trabajos sobre fisiologia y anatomia de la glandula pituitaria [6][7]. B.
Control de la Hipodfisis sobre glandulas endocrinas del cuerpo. Abreviaciones: ACTH: Hormona
adrenocorticotropa; MSH: Hormona estimulante de melanocitos; GH: Hormona de crecimiento; TSH:
Hormona estimulante de la tiroides; LH: Hormona luteinizante; FSH: Hormona foliculoestimulante; ADH:

Hormona antidiurética; OXT: Oxitocina; PRL: Prolactina.
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El desarrollo de la glandula hipofisaria ocurre temprano durante la embriogénesis y este
proceso ha sido y es estudiado en modelos murinos y se presume una cierta correlacion en el
desarrollo de la hipdfisis humana. En embriones de vertebrados, los 6rganos sensoriales
craneales (ojos, nariz, oidos) y los ganglios sensoriales son formados con la contribucion de
células derivadas de placodas del ectodermo cranial. Las placodas son regiones transitorias de
epitelio columnar engrosadas que se forman en posiciones especificas en el ectodermo en el
embrion en desarrollo. Entre las placodas olfatorias, sefialando probablemente un origen
filogenético en comun, se desarrolla la placoda Adeno-hipofisaria impar, una evaginaciéon del
ectodermo oral [8], que aparece en ratones en el dia embrionario (E) 7.5. Para el E9.0 la placoda
se invagina y forma la rudimentaria bolsa de Rathke, la cual dara origen a los I6bulos anterior e
intermedio de la hipdfisis (Figura 2). Por otro lado, en la base del ectodermo neural ocurre una
evaginacion que dara origen a la hipdfisis posterior. Entre los dias E10.5 y E12.5, el epitelio de la
bolsa de Rathke sigue proliferando y para el E12.5 se separa del ectodermo oral. Luego, las
células progenitoras proliferan ventralmente y migran para ocupar la regién que formara al I6bulo
anterior [5,9]. Las primeras células secretoras de hormonas que empiezan a diferenciarse son los
corticotropos, manifestandose por la expresion de Pomc, que también es expresado por los
melanotropos del I6bulo intermedio. Luego los tirotropos son detectados por la expresién de Tshb
en algunas células del I6bulo anterior, y para E15.5 la expresion de Gh y Prl marca la
diferenciacion de somatotropos y lactotropos respectivamente. Para E18.5 el numero de
somatotropos aumenta marcadamente, migrando hacia las regiones centrales y laterales del
I6bulo anterior, mientras los lactotropos permanecen mayormente localizados en la zona medial,
en la zona adyacente al I6bulo intermedio. Los gonadotropos son las ultimas células en completar
la diferenciacion. La distribucion de los distintos linajes celulares no es al azar, sino que se
mantienen redes estructurales y funcionales que permiten la accién coordinada de las distintas

células a estimulos especificos y contribuyen a la plasticidad de la glandula [4].
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Figura 2: Etapas del desarrollo de la hipéfisis en ratén. Luego de recibir moléculas sefializadoras del
hipotalamo ventral, el ectodermo oral se invagina hacia el infundibulo (€10.5) y subsecuentemente se

forma una estructura provisoria llamada bolsa de Rathke (e11.5-12.5). Los Iébulos anteriores e
intermedios de la hipdfisis derivan de la misma, y el I6bulo posterior a partir del infundibulo (e17.5).
Durante este proceso, se expresan diversas moléculas sefializadoras y factores de transcripcion de
manera ordenada temporal y espacialmente para dar lugar a los distintos linajes celulares productores de
hormonas. llustracion adaptada de trabajos sobre desarrollo de la hipéfisis en ratones [7],[10-16].
Abreviaciones: NeEc: Ectodermo Neural. OrEc: Ectodermo Oral. RPP: Proliferacién de la bolsa de
Rathke. RP: Bolsa de Rathke.

Este proceso de diferenciacion de la hipdfisis requiere de factores de transcripcion y
moléculas senalizadoras especificas (Figura 3). Sonic Hedgehog (Shh) se expresa en tejidos de la
linea media, como la notocorda y la placa del suelo del tubo neural, y es esencial para la
organizacién del embridén y para la especificaciéon y proliferacién de diversos tipos celulares. En
este contexto, Shh activa una cascada de sefalizacién a través de su receptor, Patched, que se
expresa en la bolsa de Rathke. La sefializacion de Shh estd mediada por tres factores de
transcripcion con dedos de zinc, Gli1, Gli2 y Gli3, que activan genes diana en el diencéfalo ventral
y en la bolsa de Rathke en desarrollo [17]. Gli2, en particular, se expresa en el diencéfalo ventral,
donde induce la expresion de Bmp4 y Fgf8, y también en el ectodermo oral, donde activa

progenitores hipofisarios [18,19].

Otros factores de transcripcion relevantes para el desarrollo hipofisario son los genes de la
familia Pitx, en especial Pitx1 y Pitx2 (Figura 3). Estos genes regulan la expresion de hormonas y
otros factores de transcripcion en la adenohipéfisis. Estudios genéticos han demostrado que Pitx1
y Pitx2 son necesarios para la proliferacion celular, la supervivencia y la diferenciacion, siendo
sensibles a gradientes de concentracién, con Pitx2 jugando un rol mas importante. Ambos genes
cumplen funciones redundantes en la activacién de la expresion de Lhx3 y en la regulacion de

otros genes esenciales[18].
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Un amplio espectro de genes y vias moleculares se ponen en juego durante el desarrollo
de la glandula hipofisaria. Es por esto que se requiere un enfoque integral y sistémico a la hora de

abordar las patologias subyacentes al eje hipotalamo-hipofisario.

Tbx19

me!anormpes
!ac!atrapes
BMP4 Pitx1,2 FGF10 A:m;a:mpes
[ﬂ-catenm Math3

.Shh Gil1,2 Q Q Lhx3,4 Q Shh
* Hesx1 ¥ = Pitx2

Isi1

Gata2

Lhx3,4
Notch

|

Hes1

hY

N,
\\ thyrotropes
\
N\,

Figura 3: Moléculas seializadoras y Factores de Transcripcion que participan durante el desarrollo

hipofisario. Imagen extraida de trabajo sobre el desarrollo fisiolégico de la glandula pituitaria [18].

2. Patologias asociadas al desarrollo de la glandula pituitaria.

El hipopituitarismo congénito (HC) es una enfermedad que resulta del desarrollo anormal

de la glandula hipofisaria causado en su mayoria por anomalias genéticas (Figura 4). Pacientes
con HC generalmente presentan hipoplasia de la adenohipdfisis, hipdfisis posterior ectopica y tallo
hipofisario ausente, delgado o interrumpido (PSIS) (Figura 4).
Bioguimicamente el HC se caracteriza por la deficiencia aislada de al menos una hormona
hipofisaria, siendo las mas frecuente la hormona de crecimiento (GH). Cuando una sola hormona
esta afectada, el paciente es diagnosticado con deficiencia aislada, y cuando mas de una
hormona esta afectada, el diagnéstico es de deficiencia multiple hormonal o CPHD [5]. La
incidencia de HC es de aproximadamente 1/4000 a 1/10000 nacidos vivos, y su prevalencia se
estima en 300-455 casos por millén de habitantes [1].

Las manifestaciones clinicas varian ampliamente y pueden ir desde hipoglucemia grave o
colestasis neonatal, hipotiroidismo y diabetes insipida, hasta sintomas como retraso en el
crecimiento durante la infancia, retardo puberal o infertilidad [1].

El hipopituitarismo congénito se clasifica como sindrémico cuando estan afectadas otras
estructuras craneofaciales o sistemas neurosensoriales, y no sindromico cuando solo la glandula

pituitaria y sus érganos diana estan comprometidos. En los pacientes sindromicos las deficiencias
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hipofisarias suelen presentarse junto con anomalias en estructuras que comparten un origen
embrionario comun con la hipdfisis, como los ojos y el cerebro anterior. Por ejemplo mutaciones
en HESX1, pueden causar displasia septo 6ptica (SOD), CPHD o IGHD [20], mutaciones en OTX2
pueden causar anomalias craneofaciales, incluida anoftalmia con o sin IGHD o CPHD [21] y
mutaciones en GLI2 pueden causar holoprosencefalia, CPHD, o hipogonadismo
hipogonadotropico [22]. Se observa asi una escala de fenotipos diferenciados en severidad, de los
mas leves como IGHD hasta los mas graves como holoprosencefalia, en la que mutaciones en el
mismo gen puede resultar en distintos fenotipos y mas aun, la misma mutacién en distintos

pacientes puede tener expresividad variable y penetrancia incompleta.

El diagnéstico molecular, es decir, identificar a la o las variantes patogénicas que se
asocian al fenotipo clinico del paciente, es critico para predecir la progresion de la enfermedad y el
riesgo de recurrencia familiar. El hipopituitarismo no detectado a tiempo, puede resultar en muerte
infantil, mientras que casos de hipopituitarismo progresivos, pueden derivar en peligrosos riesgos

a la salud asociados a hipoglucemia e insuficiencia renal [23][24].

Glandula pituitariz B p_— € Ausencia de neurohipofisis
el it Tallo pituitario fino aalss MERIpOTEEY
norrmal de tallo pituitario

3 3 2

Adenohipdfisis Meurhohipofisis F PSIS: Sindrame de
hipoplasica ectépica Interrupcidn del tallo

3 3 T

Figura 4: Apariencia lateral de fenotipos morfolédgicos asociados a un mal desarrollo de la

alandula pituitaria. Imagen extraida de articulo sobre la etiologia del Hipopituarismo congénito [25].
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3. Secuenciaciéon de exoma completo (WES - Whole Exome Sequencing)

El exoma completo (WES) es una técnica que se centra en la secuenciacion de las
regiones codificantes del genoma (aproximadamente el 1-2% del ADN total), reduciendo asi la
cantidad de informacion generada. Aunque representa solo una pequefia fraccion del genoma, el
exoma alberga la mayoria de las variantes genéticas asociadas a enfermedades. Este enfoque es
particularmente util en el diagnéstico de enfermedades raras, ya que permite identificar
mutaciones que afectan directamente a la funcién proteica [26][27].

El ADN gendmico es fragmentado mecanicamente y se utilizan sondas complementarias a
las regiones exodnicas de todos los genes codificantes unidas a un soporte sdélido, para hibridar y
enriquecer la muestra en fragmentos de ADN derivados exclusivamente de los exones (y sus
regiones flanqueantes). Esta muestra enriquecida luego es secuenciada por NGS [28]. Se pueden
identificar principalmente variantes de nucleétido unico o SNVs en regiones codificantes, y
algunas deleciones o inserciones (CNVs). Las variantes genéticas puntuales o pequefias afectan
secuencias de nucledtidos dentro de genes o regiones regulatorias, mientras que las variantes
cromosémicas pueden alterar segmentos mas grandes o cromosomas enteros, afectando la
disposicién y estructura genética [27].

El estudio de las enfermedades genéticas ha avanzado notablemente en las ultimas
décadas, particularmente en la comprension de cémo las mutaciones a nivel molecular
contribuyen a la patogénesis. Las herramientas bioinformaticas permiten predecir el impacto
funcional de las variantes genéticas, analizando aspectos como la conservacién evolutiva, su
localizacion en regiones funcionales y los cambios en la estructura proteica. Estos analisis se
complementan con estudios in vitro e in vivo, que validan los efectos observados a nivel molecular,

ademas de la informacion clinica y de segregacion [29].

4. Clasificacion de variantes

La interpretacion precisa de variantes genéticas es esencial para el diagnéstico clinico. Las
reglas establecidas por organizaciones como el Colegio Americano de Genética Médica y
Genodmica (ACMG) permiten clasificar variantes segun su patogenicidad en cinco categorias:
patogénicas (P), probablemente patogénicas (LP), variantes de significado incierto (VUS),
probablemente benignas (LB) y benignas (B) [30].

La asignacion de patogenicidad requiere un analisis multidimensional que incluye la
frecuencia poblacional de la variante mediante el uso de bases de datos de frecuencias

poblacionales (gnomAD [31]-[32], 1000 Genomas [33]-[34]), su efecto molecular predicho,
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estudios funcionales,datos clinicos y de segregacion. Los avances en tecnologia de secuenciacién
y la proliferacion de bases de datos como OMIM [35] han permitido que las variantes genéticas
sean analizadas en un contexto mas amplio, facilitando la identificacion de genes causales y su

relacion con el fenotipo.

5. Relacion genotipo-fenotipo

Uno de los grandes retos en la gendmica clinica es establecer una correlacién clara entre
las variantes genéticas y el fenotipo observado en los pacientes. Esta relacion puede ser
complicada por la penetrancia incompleta de algunas variantes o genes y la expresividad variable
entre individuos, factores que dependen en gran medida del contexto genético global asi como del
ambiente en el que cada individuo esta inmerso [36].

El analisis de variantes genéticas es crucial para la medicina de precisién. La capacidad de
identificar y caracterizar variantes patogénicas no solo permite un diagndstico molecular mas
preciso, sino que también proporciona informacién esencial para el desarrollo de terapias
personalizadas y la toma de decisiones informadas en la planificacion familiar [37]. A medida que
avanzan las tecnologias de secuenciacion y las bases de datos clinicas se expanden, el
diagnéstico genético aumenta su precision, abriendo nuevas oportunidades para el tratamiento y

manejo de enfermedades genéticas [38].

En este trabajo de tesis hemos secuenciado exomas completos de 20 pacientes con
HC. Hemos procesado y analizado bioinformaticamente estos resultados, obteniendo
variantes genéticas relevantes a la enfermedad en un 35% de los casos. A continuacion, se

describen la hipoétesis y los objetivos del trabajo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis general del presente trabajo plantea que mediante el analisis bioinformatico de

secuenciaciéon de exoma completo (WES) y posterior analisis de las variantes encontradas en

genes candidatos es posible arribar a un diagndstico molecular de pacientes con hipopituitarismo

congénito (HC) de manera mas efectiva que con los paneles génicos reducidos que se usan

habitualmente. Esta estrategia permitiria identificar modificaciones genéticas para explicar las

manifestaciones clinicas de esta patologia, contribuyendo al diagnéstico y a futuro en el

tratamiento personalizado de los pacientes.

Objetivos especificos:

1.

Desarrollo y aplicacién de una estrategia de analisis bioinformatico para la
realizacion de diagnéstico molecular de HC a partir de la secuenciacién de exomas
humanos. Este objetivo se centrd en la creacién y aplicacién de un pipeline bioinformatico
capaz de procesar y analizar variantes genéticas a partir de VCFs resultantes de la
secuenciaciéon por WES. El pipeline incluy6 herramientas para la identificacion de variantes
relevantes, filtrado de datos y anotacién.

Validacion experimental de las variantes de interés encontradas en los exomas. Para
confirmar las variantes de interés detectadas, se realiz6 una validacién experimental
mediante la amplificacién de las regiones gendmicas de interés usando PCR a punto final.
Los productos amplificados fueron secuenciados por el método Sanger, lo que permitid
verificar la precision de las variantes identificadas por WES. Ademas en los casos que se
contaba con ADN de la madre y/o de el padre, se procedié de la misma forma, con el
objetivo de obtener informacién del posible origen de la variante, ya sea de novo o
heredada de algun parental.

Desarrollo y validacion de un método bioinformatico para la prediccion y
comprension del efecto patogénico de variantes humanas basada en el analisis de la
estructura proteica. En este objetivo se desarrollé una estrategia de analisis que permitio
determinar la existencia de cristales de la estructura proteica para luego realizar un
modelado de una variante utilizando AlphaFold 2. Finalmente, se evalué el impacto de la
variante en la estructura proteica visualizando la misma en VMD. Esta etapa tiene como fin
sumar evidencia para la variante, lo que mejoraria la comprension de su rol en la

enfermedad
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MATERIALES Y METODOS

Analisis de secuencias de ADN genémico de pacientes con Hipopituitarismo
Congeénito.

Reclutamiento de Pacientes y Composicion de la Cohorte

Los pacientes fueron reclutados de los siguientes hospitales en Argentina (CABA, Buenos

” o

Aires, Cérdoba, Mendoza, Jujuy y Salta): “Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez,” “Hospital Prof.

Dr. Juan P. Garrahan,” “Hospital de Nifios de Cérdoba,” “Hospital Militar Central Cirujano Mayor Dr.
Cosme Argerich,” “Hospital de Nifios Sor Maria Ludovica,” “Hospital Nacional Profesor Alejandro
Posadas,” “Hospital General de Nifos Pedro de Elizalde,” y “Hospital Pediatrico Dr. Humberto
Notti.” La cohorte consistio de 20 casos: 19 esporadicos y uno familiar.

El estudio se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el comité
ético de cada hospital. Los formularios de consentimiento informado fueron firmados por los
padres/tutores de los nifios con HC. Se incluyeron para el analisis de secuenciacion de ADN
gendmico a nifos y nifas pertenecientes a familias no emparentadas, diagnosticados con
insuficiencia hipofisaria congénita multiple, de acuerdo a sus manifestaciones clinicas,
determinaciones bioquimicas y estudios por imagenes.

Los pacientes fueron diagnosticados con deficiencias hormonales segun los criterios
previamente descritos [3]. Brevemente, los pacientes fueron diagnosticados con deficiencia de la
hormona de crecimiento (GHD) basandose en una baja velocidad de crecimiento y un pico de GH
inferior a 10 ng/mL tras pruebas de estimulacién farmacolégica con arginina/clonidina. La
deficiencia de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) se diagnosticd en individuos con
tiroxina libre < 1,0 ng/dL y niveles bajos o normales de TSH, TSH < 10 mU/L en pacientes
menores de 2 meses y < 6,5 mU/L en nifios mayores. La deficiencia de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) se diagnosticd en funcién de un cortisol sérico basal bajo: < 30,3
nmol/L en pacientes menores de 2 meses, < 58 nmol/L en pacientes entre 2 y 6 meses, y < 165
nmol/L en niflos mayores. La deficiencia de prolactina se consideré en individuos con niveles
séricos < percentil 2,5 para sexo y edad. La deficiencia de gonadotropinas se diagnosticé en nifios
de entre 15 dias y 6 meses cuando la hormona luteinizante (LH) sérica y la testosterona estaban <
percentil 5, < 0,8 UI/L y < 30 ng/dL, respectivamente. En nifias de entre 15 dias y 2 afos, se

asumio deficiencia de gonadotropinas cuando los niveles de hormona foliculoestimulante (FSH)
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eran < 1,0 UI/L. En pacientes mayores, la deficiencia de gonadotropinas se defini6 como un
desarrollo puberal retrasado o ausente con testosterona sérica baja (< 3,47 nmol/L) asociada a
niveles inapropiadamente bajos o normales de LH y FSH. La deficiencia combinada de hormonas
hipofisarias (CPHD) se defini6 como la presencia de deficiencias hormonales que afectan al
menos a dos tipos de células productoras de hormonas en la hipdfisis anterior.

A todos los pacientes se les realizdé una resonancia magnética (MRI) del cerebro para evaluar el
tamafno de la adenohipdfisis, morfologia del tallo hipotalamo-hipofisario y caracteristicas de la
neurohipdfisis, buscando signos de alteraciones en otras estructuras del sistema nervioso central,
exceptuando un paciente (paciente 3 reportado en Tabla 3) que no pudo someterse al estudio

debido a su fallecimiento.

Recoleccion de Muestras
Se extrajo ADN gendmico de células sanguineas periféricas utilizando el kit Puregene
Blood (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. El
ADN se cuantificé utilizando un Nanodrop 2000. La relacion de absorbancia 260/280 nm se utilizd
para evaluar la pureza del ADN. Se utilizé una relacion entre 1,8 y 2,1 como criterio de inclusion

para el procesamiento posterior de las muestras de ADN.

Secuenciacion y Analisis

La secuenciacién del exoma completo (WES) de los pacientes se realizdé en el marco del
subsidio de “Redes Federales de Alto Impacto”. La captura del exoma se realizé utilizando sondas
disefadas y producidas por Celemics Inc. (Corea), y la secuenciacion se llevo a cabo en NovaSeq
X Plus (2x150 ciclos).

Las lecturas en bruto se alinearon con GRCh38 utilizando el Barrow Wheelers Aligner
(BWA) [39] y se procesaron de acuerdo con las recomendaciones del Genome Analysis Toolkit
(GATK) [40]. Las lecturas duplicadas se descartaron utilizando PICARD, y la haplotipificacion, el
genotipado y el llamado de variantes se realizaron utilizando Haplotype Caller. Los archivos VCF
fueron luego anotados utilizando dbSNP, GnomAD, ClinVar, Polyphen, SIFT, Mutation Taster,
SpliceAl y ANNOVAR [41-46]. Los archivos VCF anotados se cargaron en la plataforma de
Bitgenia [47]. Las variantes genéticas se examinaron utilizando varios paneles de genes (Tabla 1)
creados por nuestro laboratorio a partir de investigaciones cientificas previas y de bibliografia
[3,48-50]. Ademas se realizé filtrado por frecuencia (< 0,01 en GnomAD), por impacto potencial de

la variante, en donde se analizaron variante de impacto moderado a alto. Por ultimo se incluyé el
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filtrado por evidencia ACMG de variantes clasificadas como P, LP o VUS [30]. Los casos también
se examinaron de manera agnostica (i.e. sin filtrado por panel genético) para variantes altamente
disruptivas (codones de terminacién prematura, cambios en la pauta de lectura y variantes de
empalme) que estaban ausentes en la poblacion sana [31]. Las variantes sélo se informaron si la
cigosidad era la esperada para la manifestacion clinica de la enfermedad y si el solapamiento del
fenotipo con la historia clinica era acertado, lo cual fue previamente discutido entre pares y con los
respectivos médicos. A su vez se contemplaron reportes bibliograficos previos y datos reportados
en bases de datos como ClinVar [51]. Finalmente en los casos en donde resultaba posible se
realiz6 un analisis de conservacion de la zona proxima a la variante en plataformas como
Metadome y Decipher [52][53](Figura 5).

Reclutamiento de pacientes Secuenciacion

—_— Extraccién de ADN R EEE——

de diversos Hospitales (WES)
et e Procesamiento de datos
EhomAD Exomos crudos de secuenciacién
<0.01 JI
Clasificacién ACMG (P, LP, VUS) - Eiltrado de :variimt_es Llamado de variantes
en Bplatform _
Impacto moderado/alto y
Paneles de genes
Bibliografia
Solapamiento de fenotipos con |
historia clinica
Tipo g hereniie 4 Erlofizacidn'de _— Reporte de variante
‘variantes : P

Predictor de conservacion
(Decipher)

Predictor de tolerancia al cambio
(Metadome)

Figura 5: Flujo de trabajo realizado para el procesamiento de los datos de secuenciacidn, filtrado y
priorizacion de variantes.
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Tabla de paneles utilizados para el filtrado de variantes:

Cuerpo calloso

POMT2, GPSM2, FH, CTBP1, POMT1, HCCS, PDHB, C120RF57, MED12, SLC12A6, SPG11, DIS3L2,
FKTN, IGBP1, EOMES, ZNF462, FKRP, PDHA1, CRPPA, NDE1, CASK, L1CAM, POMGNT1, KAT6B,
DCX, TCF4, FGF.

Paladar hendido

RPL5, FOXE1, KDM1A, EIF4A3, CHD7, LRRC32, ACTB, PHF8, EFTUD2, PPP3CA, SUMO1, OFC14,
PIEZO2, HOXA2, SOX9, TP63, DDX59, MSX2, ESCO2, MID1, TGFBR1, COL2A1, SPECCI1L, IRF6,
YAP1, AMER1, KMT2D, DLX4, SATB2, COL11A1, PORCN, TBX22, RAD21, ALX3, GPC3, FLNA, MSX1,
RBM10, TFAP2A, TBX1, RIC1, TGDS, STAC3, CPLANE1, GRHL3, GDF6, MEIS2, BMP4, MBTPS2,
FGFR2, NECTIN1.

Ciliopatias

TRAF3IP1, IFT172, CEP120, CEP164, KIF14, TXNDC15, CCDC28B, TECT1, TCTN3, TCTN2, CSPP1,
SUFU, TMEM107, TCTN1, NEK1, BBS9, BBS7, IFT57, CC2D2A, CEP290, BBS5, CEP55, BBS4, IQCB1,
MKKS, EXOC8, CFAP418, ARMC9, RPGRIP1L, KIF7, LZTFL1, TOPORS, BBS10, SCNM1, TMEM138,
BBS12, TMEM216, TMEM218, WDPCP, SDCCAGS8, CEP104, KATNIP, GUCY2D, FAM149B1, ARLG6,
ARL3, KIAA0556, IFT74, RAI1, PDPR, ARL13B, TMEM67, TTC21B, INPP5E, NPHP1, KIAA0753,
PDEG6D, NPHP3, TOGARAM1, NPHP4, ZNF423, PIBF1, BBS2, BBS1, WDR19, BBIP1, TMEM231, AHI1,
TTC8, TMEM237, KIAA0586, ALMS1, MKS1, HYLS1, IFT27, B9D1, BOD2, CEP41, PTHB1, TRIM.

HPE-Encefalocele-Hidrocefalia

TTC26, C2CD3, SMC3, GLI3, GLI2, SHH, TUBA1A, ZIC2, ZIC3, TUBBS3, SIX3, DAG1, ZNF526, CASP2,
DENNDSA, CDON, TGIF1, EMX2, PPP1R12A, FBXW11, TUBB, NOG, NOSIP, AMPD2, IFT80, TUBG1,
SMC1A, RUNX2, TUBB2B, TUBB2A, WDR81, HPE1, INTU, ARX, KATNB1, WDR62, TTBK2, PPP2CA,
PPP2CB, NUAK2, BSGALNT2, STIL, PRRX1, GPKOW, PTCH1, HUWE1, FUZ, TUBB4A, ICK, VANGL2,
STAG2, CNOT1, CCDC88C, FAT1, PLCH1, TDGF1, RAB3GAP1.

Sindromes con afectacion optica

TENM3, RAX, HMGB3, HDAC6, SOX2, SMCHD1, SIX6, ARD1A, OTX2, OTX1, NDP, STRA6, PITX3,
PRRX1, NAA10, NR2F1, PAX6, MITF, VAX1, POMGNT2, PAX2, ALDH1A3, RBP4, FRAS1, SMOCT,
MAB21L2, PXDN, RARB, BCOR, PRR12, FREM1, FREM2, VSX2, HM.

CPHD
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HHIP, IRS4, HNRNPU, XYLT1, ZBTB20, RBPJ, HID1, SOX1, FGF8, KAT5, CDH2, CDH1, TBC1D32,
AKT3, PROK2, PITX2, PITX1, RNF111, GTF2l, GHSR, NKX2-6, FOXH1, WNT5A, SPINKS, AIP, DIO2,
HNF1A, SDHA, ISL1, TRHR, DISP1, SMO, GPR161, KCNQ1, MADD, BTK, MAML3, IGFALS, OBSL1,
DSC2, CUL7, MAGEL2, BLM, IGSF1, CLCNKB, UBR1, RNPC3, GATA2, GHRHR, PRKAR2B, STK36,
PRKARZ2A, ZRSR2, EGR4, WFS1, NONO, PTCH2, SMARCAS5, HMGA2, NROB1, BRAF, FUZ, BMP?,
PBX1, AICDA, THAP11, NFKB2, NFKBIA, GH1, IGSF10, BMP2, CDK6, EIF2S3, LHX3, DMXL2, FGF18,
GNAS, DCHS1, LHX4, SIM1, GPR101, NODAL, FGF10, FGFR1, ACVRL1, ROBO2, PCSK1, RBM28,
NRP2, CDKN1B, THRB, SRA1, SIX1, PIK3CD, TRH, GLI1, GLI4, SPR, SIX2, GNRHR, ACP5, ANOP1,
GABPA, TSHB, TGIF1, POU1F1, PROP1, NBPF9, CAD, NBPF10, FOXL2, NCOR2, NR5A1, ZEB2,
MIR17HG, GAS1, SEMAS3A, LRP2, DLL1, NKD2, CDC42, PROKR2, ZSWIM6, IARS2, TBL1X, SLIT2,
MUC4, DUOX2, MAPK3, ARNT2, TCF7L2, TCF7L1, B3GAT3, LAMB2, STAT3, ELP4, TBX19, WDR11,
POMC, SMOC2, MARCKS, POLR3A, NFIB, GHRH, CTNNB1, PNPLA6, INSM1, FOXA2, CCDC1.

Baja estatura

SMARCAL1, SMARCB1, POP1, RPS6KA3, SCKL3, DPF2, RTTN, SOX9, PRKACA, PRKACB,
CDK5RAP2, DYNC2H1, CSNK2A1, TALDO1, SOX11, WDR73, BCS1L, HSPG2, RUNX2, PISD,
PRKAR1A, IFT81, DNA2, TP53, SRCAP, CDT1, CREBBP, FZD2, JAG1, XRCC4, INSR, PMM2, FN1,
IGF2, AMMECR1, LARP7, PYCR1, CDC6, IGF1, GDF5, SMARCA2, SMARCA4, COL1A1, EXT1,
WDRG60, COL9A1, COL9A3, COL9A2, ATR, PTH1R, LFNG, MECP2, NIPBL, COL10A1, HRAS, PRMT7,
RMI1, IFT140, TOP3A, TET2, RRAS2, WDR34, WDR35, MRAS, CYP21A2, CEP63, NBAS, NFIX, IDUA,
PRIM1, COL11A2, DYNLT2B, SGMS2, FGD1, TYMP, RECQL4, NRAS, SLX4, CHRNG, LMNA, SHOX,
SHOC2, PCNT.

Hipogonadismo Hipogonadotréfico

WASHC4, KLB, OTUD4, PCSK1, CHD7, HS6ST1, STS, FGF8, SIN3A, HJV, TUBB3, MYO18A,
TMEM108, GNRHR, LEPR, PROK2, FEZF1, MAP3K4, GHSR, DCC, FSHB, TCF12, TACR3, SOX11,
IL17RD, SOX10, DUSP6, MC3R, ANOS1, NSMF, TLN1, SEMA7A, CTDP1, SEMA3A, LHB, NDNF,
SEMAS3E, GATA3, NTN1, DCAF17, PROKR2, RNF216, FLRT3, KISS1R, PLXNA1, TAC3, CCDC141,
SPRY4, INHBB, NROB1, TRERF1, TBX3, STXBP5L, WDR11, KISS1, FGF17, IGSF10, POLR3A, TAOKS,
POLR3B, AXL, DMXL2, CPE, GNRH1, STUB1, PNPLA6, POLR3K, LGR4, RAB3GAP1, CDK16.

Malformaciones Hipofisarias (DMDD)

SETD5, GLDC, KDM8, SMG9, ADAMTS3, SH3PXD2A, KMT5B, ARID2, JARID2, CC2D2A, PSPH, BRD2,
NSUN2, SSR2, USP3, TRAF2, ATP11A, RPGRIP1L, ARID1B, PRKAB1, TENT5C, KIFBP, TRAF6, EZR,
RALA, NXN, MBTD1, HIRA, NPAT, DHX35, DPH2, KAT14, SPTBN1, TCF7L2, CHTOP, MARCHS,
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PRRC2B, GRIN1, ASXL1, EHD1, MAD2L2, VANGL1, ATG16L1, CNOT1, PSAT1, MKS1, RUNDC1,
PLXNB2, ALDH18A1, BO9D2, MOR.

Pubertad Precoz

OTUD4, HFE, HS6ST1, SOX2, SOX3, STK11, FGF8, TUBB3, HNRPR, LEPR, PROK2, LHCGR,
SUPT16H, CDKL5, GLCE, SOX10, TBC1D20, ANOS1, NSMF, RD3, GRIA1, SEMA7A, NOTCH1, H6PD,
ARL6, LHB, KMT2B, CYP19A1, RNF216, FLRT3, HESX1, DHX37, NDN, TAC3, BBS2, BBS1, NROB1,
TRAPPC9, FGF17, CYP11B1, DMXL2, PDE3A, GNAS, NF1, CPE, GNRH1, MKRN3, FGFR1, RBM28,
NRP2, DDX3X, CHD7, SRA1, TSPAN11, GLI3, IRF2BPL, GNRHR, BBS9, BBS7, BBS5, FEZF1, BBS4,
H3-3B, MKKS, PROP1, FSHB, TACRS, IL17RD, MASTL, DUSP6, GAP43, BBS10, CCKBR, BBS12,
CYP21A2, SEMAS3A, PALM2, CXCR4, SEMA3E, HDACS8, AMN1, PURA, DCAF17, PROKR2, RAB23,
KISS1R, SPEN, SPRY4, PLEKHAS, DLK1, WDR11, KISS1, TTC8, POLR3A, POLR3B, AXL, LEP, RAB18,
RAB3GAP2, STUB1, PNPLA6, RAB3GA.

Tabla 1: Paneles utilizados para el filtrado de variantes generados a partir de revision bibliografica
y de trabajos previos del laboratorio [3,48-50].

Secuenciacion por Sanger
Los primers (Tabla 2) se disefiaron utilizando Primer-BLAST [54] y fueron pedidos a IDT
(Integrated DNA Technologies). Los productos de PCR se amplificaron en reacciones de 25 L,
utilizando la ADN polimerasa PFU (Inbio Highway, #K1100). Los productos de PCR se purificaron
en gel utilizando Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo, cat#D4007) y se enviaron para

secuenciacion directa.

Gen Orientacion Reverse Secuenciado con
COL1A1 Forward TCATTGTTCCAGGGCAGTCC
Reverse TGGTCCCAACAGGCATGAAT RV
ARL6 Forward AGACAATGGAAGCACCCTGTT RV
Reverse TGGAACAAGGTATTGGATACTTACT
WFS1 Forward TGTAGAGACCGTGCCCTAGT FW
Reverse CCTACAAAGGGCCTACGCTG
ARID2 Forward GGACTTCTGGCAACCAGGTA RV
Reverse AGGGCAGGAGAATGGGATACT
Tabla 2: Primers utilizados para secuenciacién por Sanger
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Alineamientos miiltiples de secuencias proteicas

Se realizaron alineamientos multiples para las variantes correspondientes, descargando
las secuencias proteicas desde el Protein Data Bank (PDB) [55]. Los alineamientos se llevaron a
cabo utilizando Clustal Omega [56]. Posteriormente, se selecciond la region de interés del
alineamiento multiple y se visualizé mediante el programa Jalview [57]. Para la generacién de las
figuras del alineamiento, se utilizé la coloracién Clustal con el objetivo de facilitar la identificacion
de los diferentes aminoacidos.

Las especies seleccionadas para el alineamiento fueron Homo sapiens (humano), Mus
musculus (ratén), Pan troglodytes (chimpancé), Danio rerio (pez cebra) y Xenopus laevis (rana

africana).

Modelado Estructural
La estructura de ARL6 se obtuvo del Protein Data Bank [55]. Se seleccion¢ la estructura
cristalina con ID PDB 2H57 para modelar la variante p.Gly169Ala, identificada en el analisis de
secuenciacién. La estructura cristalina modificada se generé alterando manualmente la secuencia
proteica tipo silvestre (wild type). Para el modelado in silico, se utilizé la herramienta AlphaFold a
través de la plataforma Galaxy [58], que permite el modelado de proteinas a partir de archivos en
formato FASTA.
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RESULTADOS

Descripcion de la cohorte

Las manifestaciones clinicas del hipopituarismo congénito son muy diversas (Tabla 3). Con la

finalidad de sintetizar la informacién de las historias clinicas de los pacientes, analizados en este

trabajo, se categorizaron los fenotipos observados dentro de 7 grupos:

Anomalias en el sistema nervioso central (SNC); el cual incluye manifestaciones
conductuales como autismo, conductas agresivas, retraso en el habla y retraso
neuromadurativo. También fue considerado como afectado si el paciente presentaba
episodios convulsivos y/o malformaciones estructurales del sistema nervioso central.
Malformaciones craneofaciales, las cuales contemplan dismorfias faciales (frente
abombada, puente nasal ancho, hipoplasia del tercio medio de la cara, entre otras).
Dismorfias en manos/pies y/o orejas

Anomalias en el sistema ocular; el cual incluye afecciones en los ojos como cataratas,
displasias iridocorneales, estrabismo, displasia septo optica (SOD) o displasia del nervio
Optico.

Anomalias en el sistema éseo; el cual contempla patologias asociadas al desarrollo de la
estructura 6sea como la osteogénesis imperfecta cuyos fenotipos mas frecuentes son:
multiples fracturas, dolores 6seos, baja estatura y escleréticas azules.

Anomalias en el sistema reproductivo; donde se incluyeron diagndsticos de pubertad
tardia, micropene, macroorquidismo, oligomenorrea, criptorquidia y hipogonadismo
hipogonadotrofico.

Anomalias del sistema auditivo; el cual incluye hipoacusia.
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Distribucién de Diagnosticos Distribucion por Sexo

= Masculino
=== Femenino

c Diagndsticos y Caracteristicas Clinicas
Paciente
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1

o TR T R R e
] | | ] == Masculino

) === CPHD

DK. = IGHD

Anomalias en SNC -

Anomalfas en Sist. Ocular -

Malformaciones craneo faciales

LTIy

Dismorfias en manos y pies
Anomalias en Sist. Oseo -

Anomalias en Sist. Reproductivo -

Anomalias en Sist. Auditivo -

Figura 6: Descripcidn visual de la cohorte. A. Distribucion de diagnéstico de pacientes de la cohorte.

B. Distribucién de sexos de la cohorte. C. Resumen visual de fenotipos observados en pacientes.

Realizado a partir de historias clinicas de pacientes y reuniones con sus respectivos médicos.
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Detalle de historia clinicas por paciente:

Paciente Sexo Diagndstico MRI

AH hipoplasica

NH e hipotalamo normal

1 M IGHD
AH hipoplasica
2 M CPHD NH ectépica
3 M CPHD -
AH hipoplasica
NH ectoépica
4 F CPHD Tallo interrumpido
5 F CPHD AH hipoplasica
NH ectépica
AH hipoplasica
6 M CPHD Tallo ausente
AH hipoplasica
IGHD NH ectépica
7 M Tallo ausente

Silla turca parcialmente vacia

HC Tipo de caso

Intelectualmente sano.
Orejas en asa.

Leve depresion del macizo medio

facial. Esporadico
Ciego. SOD

Obesidad hipotalamica y diabetes

insipida. Esporadico
Micropene.

Mala oxigenacién

Fallecié Esporadico

Displasia iridocorneal.

Nistagmus, sindrome convulsivo.
Afectacién ocular (sme iridocorneal
endotelial= afectacion de iris y cornea,

coloboma bilateral de iris) Esporadico

Sospecha de Pallister Hall (GLI3).
Convulsiones.

Hipertelorismo ocular.

Hendiduras palpebrales anchas,

nariz con narinas antevertidas.

Manos y pie izquierdo con hexadactilia

medioaxial. Familiar

Buen desarrollo intelectual
Hipoglicemia postnatal e ictericia
directa y prolongada.

Hipogonadismo hipogonadotrdpico. Esporadico

Osteogénesis imperfecta de tipo 1
Criptorquidia unilateral.
Hipertelorismo mamario.

Soplo sistdlico funcional.

Retraso madurativo. Esporadico
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10

11

12

13

14

15

16

M

F

M

CPHD

CPHD

CPHD

CPHD

CPHD

CPHD

CPHD

CPHD

CPHD

AH hipoplasica
NH ectépica

Tallo ausente

Agenesia de hipdfisis

NH ectépica

AH hipoplasica

AH hipoplasica
Tallo ausente

NH ectépica

AH hipoplasica
Tallo fino

NH ectépica

AH hipoplasica
NH ectoépica
Tallo ausente

AH hipoplasica

AH hipoplasica
NH ectépica

Tallo fino

AH hipoplasica
Tallo ausente

Hipoplasia del nervio 6ptico izquierdo.

SOD

Orejas bajas.
Mamelon preauricular.

Talla baja.

Chiari.

Olfato normal.

Oligomenorrea/poliartralgias.

Oftalmolégicamente sana.

Asimetria de miembros inferiores.
Talla baja.

Micropene.
Macroorquidismo.
Ojos separados.
Labio fino superior.

Autismo.

Frente abombada, puente nasal chato,

hipoplasia medio facial, cuello corto,

filtrum largo, paladar completo.
Térax algo ensanchado.

Manos y pies pequefios.

Pies planos, genu valgo severo.

Catarata.

Talla baja.

Retardo puberal.

Sin dismorfias faciales.

Vision normal.

Episodio convulsivo a los 2 meses.

Talla baja.

Esporadico

Esporadico

Esporadico

Esporadico

Esporadico

Esporadico

Esporadico

Esporadico

Esporadico
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AH hipoplasica
NH ectoépica
17 M CPHD Tallo ausente

AH hipoplasica
18 M CPHD NH ectépica

AH hipoplasica
19 M CPHD NH ectépica

AH hipoplasica
NH no visible
20 M CPHD Tallo fino

Micropene, criptorquidia.

Ausencia de minipubertad.

Hipoplasia de tercio medio de la cara.
Estrabismo, cejas abundantes.

Chiari.

Siringomielia. Trigonocefalia
Hipoplasia malar, paladar ojival
completo.

Hiperlaxitud metacarpofalangica,
braquidactilia, finger pads, hallux

ancho. Esporadico

Hipoplasia de nervio o6ptico derecho
con microftalmia. SOD

Hipospadia balanica

Trastorno de aprendizaje y conducta.
Chiari

Hidrosiringomielia segmentaria C2-C3
Hipotiroidismo central al mes de vida.

Estrabismo, olfato normal. Esporadico

Hipoacusia bilateral.

Retardo madurativo. Esporadico

Talla baja.

Puente nasal chato, frente amplia.
Manos y pies pequefios.
Hipotiroidismo central.

Retraso del lenguaje. Esporadico

Tabla 3: Recopilacién de historias clinicas de los 20 pacientes que integran la cohorte. AH: Adenohipdfisis, NH:

Neurohipdfisis, SOD: Displasia septo dptica.

El 90% de los pacientes fueron diagnosticados con CPHD, dado que padecen de déficit de

multiples hormonas, mientras que sélo el 10% fueron diagnosticados con IGHD (Figura 6 A). La

cohorte se compuso de 7 pacientes de sexo femenino (35%) y 13 de sexo masculino (65%)

(Figura 6 B).

Todos los casos de esta cohorte presentan hipopituitarismo junto con algun otro fenotipo

asociado, y fueron todos esporadicos salvo un caso que fue familiar (Figura 6 C).
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Secuenciacion de exoma completo

Del total de los 20 casos indice, se encontraron variantes relevantes en 7 (Tabla 4). El 10%
presentd variantes patogénicas (P), el 10% variantes probablemente patogénicas (LP), el 15%
variantes de significado incierto (VUS), y un 65% no presentd hallazgos clinicamente relevantes
(Figura 7 A). Una variante P/LP encontrada corresponden a un nuevo gen candidato y 3 a genes

ya vinculados con HC.

Dentro de las mutaciones causales putativas 2 fueron de tipo missense, mientras que una
fue de tipo frameshift. Por otro lado dentro de las variantes diagnésticas P/LP halladas 3 fueron de
tipo pérdida de funcién, una de ganancia de codon stop prematuro y 2 de tipo frameshift. La

variante diagnostica restante fue de tipo missense (Figura 7 B).

Los nuevos genes candidatos encontrados en este estudio representan diversas familias
de proteinas y funciones (Figura 7 C), mientras que los genes conocidos cumplen todos funcién

de factores de transcripcion.
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Distribucién de clasificaicén de variantes Distribucién de tipos de variantes

N Missense

- P 100 - ] = Nonsense
= P mmm Frameshift
vus

=== No resuelto

Pérdida de
funcién

Proporcion de vanantes posiblemente diagnosticas(%)

Frecuencia de genes por funcion

6LI2, GLI3, PITX2

Frecuencia

Factor Transcripcion Matriz Extra Celular GTPasa Proteina Transmembrana  Unidn DNA
Funcion de los Genes

Eigura 7: Resumen visual de las variantes halladas. A. distribucion de clasificacion ACMG de
variantes hallas en la cohorte. P: variantes patogénicas. LP: variantes posiblemente patogénicas. VUS.
variantes de significado incierto. B. Proporcion de tipo de variantes halladas. Se obtuvieron 42.8% (3/7)
de variantes de tipo missense, se obtuvo el mismo valor para variantes de tipo frameshift y un 14.2% (1/7)
de variantes de tipo stop gained (ganancia de codon stop). C. Frecuencia de genes por funcién molecular.
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Tabla de variantes relevantes halladas en la cohorte:

Paciente 2 4 5 7 9 1 17

Sexo M F F M F F M

Gen WFS1 PITX2 GLI3 COL1A1 ARID2 ARL6 GLI2

Posicion 4:6291980 G | 4:110618528 7:41966506 17:50197976 12:45852190 C | 3:97791795 | 2:120986563

(GRCh38) >A AG>A G>T A>AG >T AG>A G>A

DX CPHD CPHD CPHD IGHD CPHD CPHD CPHD

Exon 6 3 15 8 15 8 12

Cambio en | p.(Arg232His) | p.(Thr192 p.(Ser856*) p.(Gly206Trpfs | p.(Pro1356Leu) | p.(Gly169fs p.(Gly731Arg)

proteina Hisfs*16) *2) Alafs*6)

Clase Missense Frameshift Stop gained Frameshift Missense Frameshift Missense

Funcional

Frecuencia | 0.0000920 ausente ausente ausente 0.0000100 0.0000131 0.0001577

alélica

RefSeq NM_006005.3 | NM_000325.6 | NM_000168. | NM_000088.4 | NM_152641.4 NM_001278 | NM_0013743

6 293.3 53.1

Puntaje VUS LP LP P VUS P VUS

ACMG (PP2, PM1, | (PVS1, PM2) (PVS1, PM2) | (PVS1,PS4,P | (PP2,BP1) (PM2, (PM2,PM1,B
PM3, BP6) M2) PVS1) P4)

Herencia AD AD AD AD AD AR AD

Resuelto Si Si Si Si Putativo Putativo Putativo

WGS Si No No No Si Si No

Tabla 4: R varian hall . La frecuencia alélica fue obtenida de GhomAD v4 [31]. El cédigo de Ref

seq fue obtenido de la base de datos del NCBI [59].
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Descripcion _de variantes relevantes en _genes conocidos relacionados con la enfermedad por

paciente

Paciente 5

La paciente recurre al hospital al mes de vida por hipoglucemias y convulsiones, atribuidas
a un déficit de hormonas hipofisarias. Presentaba hipertelorismo ocular, hendiduras palpebrales
amplias, narinas antevertidas y hexadactilia medioaxial en la mano y pie izquierdo. Inicialmente,
los médicos sospecharon padecimiento de sindrome de Pallister-Hall, ya que dos de sus
hermanos habian sido diagnosticados con esta condicion.

El analisis genético reveld la variante GLI3: ¢.2567C>A, que genera un codon stop
prematuro. Esta variante tiene una frecuencia poblacional nula en GhomAD (PM2) y su efecto es
de pérdida de funcion, ya que se pierde mas del 40% de la proteina (Figura 8 A) (PVS1), lo que es
consistente con las variantes deletéreas del gen GL/3. La variante fue clasificada como
probablemente patogénica (LP) segun los criterios ACMG.

El gen GLI3 codifica para un factor de transcripcion zinc finger que se une al ADN y actua
como mediador de la sefalizacion de Sonic hedgehog. Dichas proteinas desempenan un papel
importante durante la embriogénesis. Las mutaciones en este gen se han asociado con varias
enfermedades en humanos, incluyendo el sindrome de Greig de cefalopolisindactilia y el sindrome
de Pallister-Hall [60]. En particular, las variantes patogénicas relacionadas con el sindrome de
Pallister-Hall se han identificado principalmente en la region central del gen, siendo en su mayoria
de tipo nonsense o frameshift [61]. La variante detectada en nuestro caso también se encuentra
en esta regién, lo que refuerza la soélida correlacion entre el genotipo y el fenotipo en este
paciente.

El sindrome de Pallister-Hall presenta herencia del tipo autosémico dominante (AD) y sus
manifestaciones clinicas incluyen la polidactilia, la sindactilia, el retraso en el crecimiento, algunas
dismorfias faciales y panhipopituitarismo (MIM: 146510) [62]. Con esta informacién se propone la

variante identificada como la causante del sindrome de Pallister-Hall manifestado en la paciente.
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Figura 8: Sintesis de informacién asociada a la variante. A. Representacién gréafica de la proteina obtenida a
partir del gen GL/3. Las variantes sefaladas fueron recopiladas de trabajos donde reportan variantes asociadas al

fenotipo presentado por el paciente [61]. La variante de nuestro caso esta sefialada por una flecha amarilla.

Paciente 4

La paciente fué derivada al servicio endocrinologia a los 4 meses de vida por nistagmus,
convulsiones, hipoglucemias e hipotonia. Es diagnosticada con CPHD vy displasia iridocorneal.
Comenz6 tratamiento sustitutivo multihormonal con muy buena respuesta.

Mediante secuenciacion de exoma completo de esta paciente, identificamos una variante
en el gen PITX2: c.571delC, que produce un corrimiento del marco de lectura (frameshift) y
posterior ganancia de un coddén sfop prematuro 16 aminoacidos rio abajo. Esta variante fue
clasificada como probablemente patogénica (LP) de acuerdo con los criterios ACMG. EIl
corrimiento afecta aproximadamente al 40% de la proteina (Figura 9) (aunque no se espera que la
proteina resultante sea degradada por el mecanismo de NMD) (PVS1). Ademas, su frecuencia
poblacional es nula en GnomAD (PM2).

PITX2 codifica para un miembro de la familia homeobox RIEG/PITX. La proteina resultante
actua como un factor de transcripcion y regula la expresion del gen de la lisil hidroxilasa del
procolageno. Esta proteina desempefia un papel importante en la diferenciacion terminal de los
fenotipos celulares somatotropos y lactotropos, esta involucrada en el desarrollo del ojo, los
dientes y los 6rganos abdominales, y actua como un regulador transcripcional implicado en la

actividad basal y regulada por hormonas de la prolactina. Las mutaciones en este gen estan
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asociadas con el sindrome de Axenfeld-Rieger, el sindrome de iridogoniodisgénesis y casos
esporadicos de la anomalia de Peters [63].

El sindrome de Axenfeld-Rieger es una condicién rara con herencia autosémica dominante
(AD), caracterizada por displasia del iris, hipoplasias genitales, baja talla, entre otras
manifestaciones (MIM: 180500) [64]. Con base en esta informacion, se propone que la variante

identificada en PITX2 es |la causante de la enfermedad manifestada en la paciente.

RBA: Residuos basicos y acidos

OAR: Motivo conservado p.(Val83Leu)
pArgs4Trp) plAsn108Thr}
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Figura 9: Sintesis de informacidén asociada a la variante. A. Representacion grafica de la proteina

obtenida a partir del gen PITX2. Las variantes sefaladas fueron recopiladas de trabajos que informan
variantes causantes de Sindrome de Axenfeld-Reiger [65]. La variante de nuestro caso esta sefialada por

una flecha amarilla.

Paciente 17

El paciente recurrid a la consulta del servicio de Endocrinologia por hipoglucemias e
ictericia neonatal. Fue diagnosticado como CPHD. Dentro de su descripcion fenotipica se detalld
la presencia de micropene, criptorquidia y ausencia de minipubertad. Ademas se observo
hipoplasia de tercio medio de la cara, malformacion de Arnold Chiari, craneosinostosis,
siringomielia, trigonocefalia, estrabismo, cejas abundantes, hipoplasia malar, paladar ojival
completo, hiperlaxitud metacarpofalangica, braquidactilia y hallux ancho.

Post filtrado y priorizacion de variantes de su exoma, se encontrd una variante en el gen

GLI2:¢.2191G>A. Este gen codifica una proteina que pertenece a la subclase de proteinas con
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dedos de zinc tipo C2H2 de la familia Gli. Los miembros de esta subclase se caracterizan por ser
factores de transcripcion que se unen al ADN a través de motivos de dedos de zinc, los cuales
contienen enlaces H-C conservados. Las proteinas con dedos de zinc de la familia Gli son
mediadores de la sefalizaciéon de Sonic hedgehog (Shh) y estan implicadas como oncogenes
potentes en las células de carcinoma embrionario. La proteina codificada por este gen se localiza
en el citoplasma y activa la expresion del gen homologo a patched de Drosophila (PTCH).
También se cree que desempena un papel durante la embriogénesis. La proteina codificada esta
asociada con varios fenotipos, como el sindrome de Greig de cefalopolisindactilia, el sindrome de
Pallister-Hall, la polidactilia preaxial tipo 1V y las polidactilias postaxiales tipos A1y B [66].

La variante hallada p.(Gly731Arg) genera un cambio aminoacidico de una Glicina
(aminoacido cargado positivamente) en la posicién 748 por una Arginina (aminoacido cargado
negativamente). Si bien el cambio no cae en una zona de restriccidn mutacional para variantes sin
sentido o missense, el polimorfismo se da en una zona donde se ubican una serie de aminoacidos
polares (Figura 10 A), algo conservados (Figura 10 B) y donde no hay variantes benignas
reportadas (PM1). También es considerado de relevancia para el analisis que la variante posee
baja frecuencia poblacional (Frecuencia en GnomAD: 0.0001577) (PM2). A su vez algunos
predictores de patogenicidad bioinformaticos predicen la variante como benigna (BP4), aunque
predictores como Metadome indican la zona como intolerante al cambio (Figura 10 C). Dicho esto,
la clasificacion asignada a la variante encontrada, siguiendo los criterios ACMG, es de significado
incierto o VUS, por lo que se propone seguir profundizando la evidencia, por ejemplo con ensayos

funcionales.
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Figura 10: Sintesis de informacién asociada a la variante. A. Representacion grafica de la proteina a partir del
gen GLI2. Las variantes sefialadas fueron recopiladas de un trabajo previo de nuestro laboratorio [48]. La variante de
nuestro caso esta sefialada por una flecha amarilla. B. Alineamiento multiple visualizado en Jalview [57] junto con
grafico de conservacion de la posicion. El aminoacido mutado se encuentra sefialado por un rectangulo rojo. C.
Grafico de tolerancia al cambio realizado en Metadome [52]. El aminoacido cambiado se encuentra sefialado por un

rectangulo verde.
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Descripcion de variantes en genes recientemente relacionados con la enfermedad

Paciente 7

El paciente fué diagnosticado a los 5 afos de edad con IGHD. También presenta
osteogénesis imperfecta de tipo 1, manifestandose con escleréticas azules, dedos finos, alteraciéon
de la dentina y mal estado bucodental en general. El estudio de MRI mostré disminucién global del
tamano de la adenohipdfisis, neurohipdfisis ectdpica y visualizacion poco clara del tallo hipofisario.
En estudios complementarios se le diagnostico criptorquidia unilateral e hipertelorismo mamario.

Como resultado del filtrado y la priorizacion de variantes se encontré una variante
frameshift relevante en el gen COL1A1: ¢.614dupC, gracias a la variante se produce la ganancia
de un codon stop prematuro 2 aminoacidos rio abajo. La variante es clasificada como patogénica
(P) segun los criterios ACMG dado que altera gran porcentaje de la proteina (PVS1) (Figura 11 A),
presenta frecuencia poblacional nula en GnomAD (PM2) y se encuentra reportada previamente en
ClinVar con la misma clasificacion (PS4).

El gen COL1A1 codifica para las cadenas pro-alfal del colageno tipo I, el cual es un
colageno formador de fibrillas que se encuentra en la mayoria de los tejidos conectivos y es
abundante en huesos, cérnea, dermis y tendones. Las mutaciones en este gen estan asociadas
con osteogénesis imperfecta tipos I-1V, el sindrome de Ehlers-Danlos tipo VIIA entre otras [67].

La osteogénesis imperfecta (Ol) es una enfermedad hereditaria poco frecuente, la cual
afecta a 6-7 de cada 100,000. Su herencia es de tipo autosémica dominante (AD), aunque
presenta penetrancia incompleta. La mayoria de individuos con Ol no son diagnosticados y son
asintomaticos a lo largo de su vida [68]. Se decidié incluir este gen dentro de los paneles de
filtrado dado a que uno de los fenotipos asociados a la osteogénesis imperfecta es baja talla (MIM:
166210) [69], coincidente con un fenotipo frecuente en casos de HC. Ademas al realizar busqueda
bibliograficas se encontraron reportes que sefalan la coexistencia del diagndstico de Ol junto con
el IGHD o CPHD [70]. Diversos estudios revelan que pacientes con variantes causantes de Ol
pueden presentar complicaciones en los partos, o que podria llevar a la interrupcion mecanica
del tallo hipofisario y en consecuencia a déficit de hormonas hipofisarias [71][72].

Al indagar mas en la clinica del caso obtuvimos un reporte de parto por cesarea por
presentacién podalica (de nalgas) del feto. Ademas se reporté como antecedentes familiares una
madre con dolores éseos y un tio materno con multiples fracturas, ambos fenotipos coincidentes

con padecimientos de OIl. Con la finalidad de sumar evidencia se realizé un andlisis de

35


https://paperpile.com/c/bMrv36/p4VM
https://paperpile.com/c/bMrv36/d8A1
https://paperpile.com/c/bMrv36/9eur
https://paperpile.com/c/bMrv36/jgx4
https://paperpile.com/c/bMrv36/4geN
https://paperpile.com/c/bMrv36/CNoz

secuenciaciéon por Sanger para la madre. Como resultado del analisis se obtuvo que la madre es

portadora de la misma variante hallada en el paciente (Figura 11 B).

Debido a la evidencia mencionada anteriormente se podria hipotetizar que la complicacion
en el parto causada por la variante en COL1A1, responsable del diagnéstico de Ol, contribuyé a la
interrupcién mecanica del tallo hipofisario, o que posteriormente generé una deficiencia de
hormona de crecimiento adquirida.

A VWC: Dominio de factor de von Willebrand , tipo C.
COLFE: Dominio C-terminal de colageno fibrilar
COL: Repeticiones de prolinas
Pro1356Leu
p(Gludealys) ~PHGUT04LYs)
p.(Glud48Lys) o
(GIu931Lys)
40 as 1227 1463
p.(Glud51Lys)
p.{Gly206fs)
B
8T T ¢ € €C C THB 6 T 6 G c T 6 @ Secuencia
wt

6 G 6 G G 6 G

Ausente Portadora
7 c.614dupC
MW W W ¢ c ¢ -' 6 6 T 6 & & & T 8 &
i
A
J' 'I\" Madre
IGHD
+
al cDNA c.614dupC
c.614dupC Proteina p.(Gly206fs)
Frec ausente
Figura 11: Sintesis de informacién asociada a la variante. A. Representacion grafica de la proteina obtenida

a partir del gen COL1A1, donde la variante de nuestro caso se encuentra identificada con una flecha amarilla.
Las variantes sefaladas fueron recopiladas de trabajos que reportan variantes en paciente con fenotipos
parecidos al de nuestro caso [73]. B. Pedigree, detalle clinico y secuenciacién de paciente portador de la variante
COL1A1 ¢.614dupC p.(Gly206fs) y su madre.
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Paciente 2

El paciente 2 comenzo6 con manifestaciones de déficit de ADH al mes de vida, lo que luego
evolucion6 a déficit multihormonal, diagnosticandolo asi con CPHD. Al avanzar en su desarrollo
comenz6é a presentar signos de SOD, resultando en ceguera. Tiene pseudomicropene,
comportamiento agresivo y dificultades para dormir. También ha desarrollado una obesidad severa
y diabetes insipida.

Como resultado del analisis bioinformatico se obtuvo una variante en el gen WFS1:
c.695G>A. Este gen codifica una proteina transmembrana, que se localiza principalmente en el
reticulo endoplasmatico y se expresa de manera ubicua, con los niveles mas altos en el cerebro,
el pancreas y el corazdn. Las mutaciones en este gen estan asociadas con el sindrome de
Wolfram (WFS, MIM: 222300) [74], también llamado DIDMOAD (Diabetes Insipida, Diabetes
Mellitus, Atrofia Optica y Sordera), un trastorno AR. La enfermedad afecta al cerebro y al sistema
nervioso central [75].

El sindrome de Wolfram también puede darse de manera autosdémica dominante (AD) y se
lo denomina Sindrome similar al Wolfram (WFLS, MIM: 614296) [76]. Aunque ambos sindromes
comparten algunas caracteristicas clinicas, como la atrofia 6ptica y la sordera neurosensorial. El
sindrome de Wolfram clasico se distingue por la presencia de diabetes mellitus e insipida, y tiene
un curso mas severo y multisistémico, en cambio el sindrome similar al Wolfram tiene
manifestaciones gastrointestinales caracteristicas y no incluye diabetes [77].

Dicho gen se incluyé en el filtrado de genes del exoma por panel dado a que se han reportado
casos de pacientes con WFS asociado a hipopituitarismo [78][79].

La evidencia disponible de la variante hallada sugiere una clasificacion de tipo VUS, segun
criterios ACMG, dado que posee una baja frecuencia poblacional en GnomAD (PM2), varios
predictores in silico, como DANN y M-CAP, predicen la variante como deletérea para la funcién
proteica (PP3). Ademas la variante se encuentra ubicada en un dominio funcional del tipo mano
de wolframina, conservado en varias especies (PM1) (Figura 12 A y B). A su vez la variante
aparece reportada por diversas fuentes en ClinVar, pero con conflictos de clasificaciones (BP6)
[80].

Dado que la clinica descrita para el paciente es solapante en mayor medida con el WFS,
se decidi6 realizar un analisis de la variante para la madre (Unica parental disponible) con el fin de
conocer la etiologia de la mutacion. Los resultados del analisis de Sanger demostraron que la
madre del paciente es portadora de la variante, pero no manifiesta sintomas (Figura 12 C y D).

Segun bibliografia la penetrancia de WFLS y de WFS es dificil de dilucidar dado a la gran
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heterogeneidad en las presentaciones de estas patologias [77]. Es por esto que se propone
profundizar el analisis gendmico del par madre-hijo con el fin de descartar la posibilidad de no

estar detectando variantes intronicas en el analisis por WES.
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Figura 12: Sintesis de informacidn asociada a la variante. A. Representacion grafica de la proteina obtenida
a partir del gen WFS1. Las variantes sefialadas fueron recopiladas a partir de un trabajo que reporta variantes
de casos con fenotipo similar al de nuestro paciente [77]. La variante de nuestro caso esta sefialada por una
flecha amarilla. B. Alineamiento multiple visualizado en Jalview [57] junto con grafico de conservacion de la
posicion. El aminoacido mutado se encuentra sefialado por un rectangulo rojo. C. Grafico de tolerancia al
cambio realizado en Metadome [52]. El aminoacido cambiado se encuentra sefialado por un rectangulo verde.
D. Pedigree, detalle clinico y secuenciacion del paciente portador de la variante WFS c.695G<A p.(Arg232His)

junto con su madre (portadora de la misma variante).
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Paciente 9

La paciente fue llevada al hospital al mes de vida por hipoglucemias neonatales, recibio
diagnéstico de CPHD y comenzoé con tratamiento multihormonal. Al continuar su crecimiento
manifestd baja talla armdnica, implantacion baja de orejas y mameldn preauricular. Los resultados
de MRI revelaron agenesia de la hipdfisis.

Como resultado del filirado y la priorizacion de variantes se encontré una variante en el
gen ARID2: c.4067C>T. Este gen codifica para un miembro de la familia de proteinas que
contienen el dominio interactivo rico en AT (ARID) que se une al ADN. Los miembros de la familia
ARID desempeiian funciones en la organizacion del patron embrionario, la regulacion de genes de
linaje celular, el control del ciclo celular, la regulacién transcripcional y la modificacion de la
estructura de la cromatina. Esta proteina funciona como una subunidad del complejo remodelador
de cromatina asociado a polibromo y BRG1, o PBAF (SWI/SNF-B), que facilita la activacion
transcripcional dependiente de ligandos por receptores nucleares [81].

Estudios recientes demostraron que ratones KO para dicho gen presentan hipdfisis
dismorficas [49], por lo que se decidid incluirlo en el filtrado de variantes.

Variantes en este gen estan asociadas al sindrome de Coffin-Siris 6 (MIM: 617808), de
herencia AD. Este sindrome se caracteriza por ocasionar baja estatura, cabello escaso, desarrollo
intelectual de leve a gravemente afectado, rasgos faciales toscos y anomalias conductuales
variables. Algunos pacientes presentan clinodactilia del quinto dedo con ufias pequefias. Pueden
estar presentes otras anomalias congénitas y convulsiones [82].

La variante hallada tiene como consecuencia el cambio de una prolina en la posicion 1356
por una leucina (Figura 13 A). Si bien Alpha missense predice el cambio aminoacidico como
probablemente benigno [83], otros predictores bioinformaticos predicen el cambio como
patogénico o de significado incierto. La zona de la variante no tiene un alto grado de conservacion
y Metadome predice la zona como probablemente tolerante al cambio (Figura 13 B y C). Por otro
lado, la variante presenta baja frecuencia poblacional en GnomAD (PM2). Es importante
mencionar que las variantes truncantes son el principal mecanismo de enfermedad para este gen
(BP1). Todas estas evidencias llevan a una clasificacion VUS.

Dado que la clinica de la paciente era solapante, en algunos aspectos, con el fenotipo
descrito para el sindrome de Coffin-Siris, se decidio realizar un analisis de herencia de la variante
mediante el método de sanger. Como resultado de dicho analisis se obtuvo que la variante fué
heredada de la madre (Figura 13 D), lo cual no era lo esperado para dicha patologia ya que las

variantes reportadas en general son de novo [84]. Al profundizar en la busqueda bibliogréafica se
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hallé un reporte previo en que la variante es heredada de una madre cuyo fenotipo es distinto al
de su descendencia (rasgos faciales parecidos y retraso en el aprendizaje), sugiriendo asi una
penetrancia incompleta de la variante [85].

Como conclusion se considera la evidencia obtenida para la variante insuficiente para

catalogarla como patogénica, por lo que se sugiere profundizar el analisis de variantes por WGS.
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partir del gen ARID2. Las variantes sefialadas fueron recopiladas a partir de un trabajo que reporta variantes
patogénicas de casos con fenotipo similar al de nuestro paciente[86]. La variante de nuestro caso esta sefialada por
una flecha amarilla. B. Alineamiento multiple visualizado en Jalview [57] junto con grafico de conservacion de la
posiciéon. El aminoacido mutado se encuentra sefialado por un rectangulo rojo. C. Grafico de tolerancia al cambio
realizado en Metadome [52]. El aminoacido cambiado se encuentra sefialado por un rectangulo verde. D. Pedigree,

detalle clinico y secuenciacién del paciente portador de la variante ARID2 ¢.406C<T p.(Pro1356Leu) junto con su

madre (portadora de la misma variante) y su padre (sano).
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Paciente 11

La paciente 11 presenta CPHD. Su MRI muestra anomalias en la glandula hipofisaria y
durante su pubertad presento oligomenorrea.

El analisis genético identificd una delecion en heterocigosis en el gen ARL6: ¢.506delG,
que provoca un frameshift en la proteina resultante, generando asi un corrimiento del marco de
lectura y la aparicién de un coddén stop 6 aminoacidos rio abajo.

La proteina codificada por este gen pertenece a la subfamilia ARF-like (similar al factor de
ADP-ribosilacion) de la familia ARF de proteinas que se unen a GTP conocidas como GTPasas,
las cuales estan involucradas en la regulacion del trafico intracelular. Mutaciones en este gen han
sido asociadas con patologias como la retinitis pigmentosa 55 y el sindrome de Bardet-Biedl tipos
1y 3 (MIM: 600151, 613575). Parte del fenotipo asociado a este ultimo sindrome es el
hipogonadismo [87].

La variante encontrada fue clasificada como patogénica (P) segun los criterios ACMG,
debido a su baja frecuencia poblacional (PM2) y al hecho de que la mutacién afecta mas del 10%
del transcripto (Figura 14 A) (PVS1). Ademas la variante se encuentra reportada en clinvar con la
misma clasificacion (PM3) [88].

Si se observa el alineamiento multiple realizado se puede notar un alto nivel de
conservacién de la secuencia proteica en la regién en donde cae la mutacién (Figura 14 B).

Dado que la herencia asociada a este sindrome es AR o de tipo digénica, y que no se
hallaron otras variantes relevantes, la variante se reporta como un resultado putativo y se propone

completar el analisis genético realizando secuenciacién de genoma completo (WGS).
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Figura 14: Sintesis de informacion asociada a la variante. A. Representacion grafica de la proteina
obtenida a partir del gen ARL6, donde la variante de nuestro caso se encuentra identificada con una
flecha amarilla. Las variantes sefialadas fueron recopiladas de trabajos que reportan variantes en
paciente con fenotipo parecido al de nuestro caso y variantes de pérdida de funcién reportadas en
GnomAD [89][90].
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Analisis estructural in silico de la variante ARLG p.(Gly169Alafs*6) c.506delG:

Como se describié anteriormente en la introduccion, uno de nuestros objetivos es
profundizar, en los casos que sea posible, en el analisis estructural de las proteinas resultantes de
las variantes. Dado que la cantidad de proteinas cristalizadas en las condiciones optimas de
analisis no era abundante, se eligié a la variante en el gen ARLG para realizar modelado in silico
(Tabla 5).

ARLG wt 166 KGEGLQEGVDWLQDQIQTVKT 192

ARL6 mutada 166 KGEACKKV* 179

Tabla 5: Secuencia wt de la proteina y secuencia con el corrimiento de marco de lectura

El primer cambio notable en la estructura proteica que se visualiza al comparar la proteina
wt contra la proteina mutante es la pérdida de la ultima alfa hélice de la proteina ARL6. Este
cambio se puede observar en la comparacion de las estructuras, en donde la hélice se encuentra
coloreada en naranja (Figura 15 A wt, Figura 15 B mutante). La pérdida es ocasionada por la
delecion mencionada anteriormente.

Otro cambio notable en la estructura es la disposicion espacial de otra alfa hélice que es
generada por la primera parte del transcripto (aminoacidos 1 al 15 marcados el color violeta).
Dicha estructura secundaria se ubica hacia el exterior de la molécula proteica en la estructura wt
(Figura 15 C) mientras que en la proteina mutante pareciera ocupar el espacio disponible

resultante de la delecidn, por lo que su ubicacion es hacia adentro de la proteina (Figura 15 D).

Dado que la mutacion se ubica dentro de los ultimos 50 a 54 pares de bases del penultimo
exoén se predice que el ARNm escapara el NMD (Nonsense mediated decay), por lo que esta
evidencia iria en contra de la etiqueta PVS1. Sin embargo, se cuenta con evidencia proveniente
de ensayos funcionales de variantes causantes de BBS, en donde al analizar la vida media de la
proteina en cultivos celulares con la variante p.(Gly169Ala) observaron una disminucion en los
niveles de proteina cuantificados. Al agregar inhibidor de proteasoma los niveles de proteina en
cultivo celular se restablecen, sugiriendo degradacion por dicha via de la proteina [90]. De manera
complementaria agregaron cloroquina al medio, con la finalidad de inhibir la via de degradacién

lisosomal, pero los niveles de proteina mutante no se vieron afectados. Estos resultados nos
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indican que el producto proteico es degradado via proteasoma, favorecido por la desestabilizacion
que les da no poder unirse correctamente a los nucleétidos de guanina.

Con base en esta evidencia, aunque la variante reportada en estos estudios no es
exactamente la misma (la nuestra es una delecién que produce un corrimiento del marco de
lectura en la proteina mientras que la publicada produce un cambio de aminoacido en la misma
posicion 169), es razonable suponer que la variante frameshift p.(Gly169Alafs*6) sigue un
mecanismo de degradacion similar, ya que también afectaria la capacidad de la proteina para

unirse a los nucledtidos de guanina, favoreciendo su eliminacion por la via proteasomal.
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ARLS wt ARL6 mutante

E ARL6 wt ARL6 mutante

Figura 15: Modelado de proteina ARL6. Proteina wt coloreada en azul y mutante p.(Gly169Alafs*6)

coloreada en rojo. Las zonas relevantes se encuentran coloreadas en violeta (hélice inicial) y naranja (hélice
terminal).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis hemos analizado los exomas de 20 casos de hipopituitarismo
congénito. Este grupo de pacientes forma parte de una cohorte de 150, que estan siendo
procesados en el laboratorio en conjunto con otros becarios/as. Asimismo, ya hemos publicado
anteriormente dos cohortes de aproximadamente 150 casos cada una [3][48], demostrando que el
grupo de investigacion tiene una gran trayectoria en el estudio molecular de esta enfermedad.

En particular, en el presente trabajo del total de 20 casos analizados, se identificaron
variantes relevantes en 7 de ellos, todas en heterocigosis. Cuatro de ellas fueron clasificadas
como P o LP, mientras que las otras 3 fueron VUS. Dentro de las variantes P o LP, 3 reunen los
requisitos necesarios para ser consideradas variantes diagnosticas, dado que estan presentes en
genes con herencia de tipo autosoémica dominante (GLI3: ¢.2567C>A, PITX2: c.571delC,
COL1A1: c.614dupC). La cuarta variante P, hallada en el gen ARL6, no clasifica como
diagnéstica certera dado que su patron de herencia es autosémico recesivo. Por lo tanto, es
necesario complementar el andlisis con la identificacion de una segunda variante en este gen que
respalde la relacion genotipo-fenotipo. En otros tres casos hemos encontrado variantes de tipo
VUS, por lo que es necesario recopilar mas evidencia funcional y poblacional para dilucidar su
patogenicidad (GLI2:¢c.2191G>A, WFS1: c.695G>A, ARID2: ¢.4067C>T)(Figura 16).

Un resultado interesante, es la variante identificada en el gen PITX2. Variantes en este gen
asociadas a hipopituitarismo son particularmente inusuales, so6lo existe un reporte previo en la
literatura de sindrome de Axenfeld-Reiger con CPHD [91]. Considerando que PITX2 actua como
factor de transcripciéon involucrado en la diferenciacion de somatotropos y lactotropos, se
esperaria que esta combinacion de fenotipos en pacientes portadores de mutantes en dicho gen
fuera mas frecuente. Sin embargo, la baja cantidad de casos reportados sugieren que este
hallazgo contribuye significativamente al conocimiento actual sobre su papel en la enfermedad.

Otro hallazgo importante del presente trabajo es la variante hallada en el gen COL1A1. La
asociacion entre osteogénesis imperfecta (Ol) y sindrome de interrupcion del tallo (PSIS) ha sido
reportada muy brevemente en solo dos papers hasta la fecha [71,72]. Este hallazgo es relevante,
ya que brinda evidencia de la implicancia de COL1A1 en CPHD/IGHD, sugiriendo la existencia de

nuevas vias moleculares aun por caracterizar.
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En resumen, el porcentaje de casos resueltos con variantes certeras es consistente con
investigaciones previas realizadas por el laboratorio, donde se obtuvo una alta tasa de diagndstico
para pacientes con hipopituitarismo congénito (HC) analizados por WES [48][3]. Este resultado
subraya que, si bien el HC es una enfermedad de origen poligénico que dificulta la determinacion
de su base genética, la implementacién de un protocolo de analisis bioinformatico sdlido es

fundamental para mejorar o mantener una tasa de diagndstico elevada.

A
Porcentaje de diagndstico

No resuelto
Resuelto
Putativo

20.0%

15.0%

65.0%

Figura 16: Analisis variantes halladas en la cohorte. A. Porcentaje de diagnéstico con variantes

causales putativas (20%), variantes diagnosticas certeras (15%) y casos no resueltos (65%).

A medida que avanzan las investigaciones, se genera mayor evidencia que permite
fortalecer la correlacion entre el fenotipo clinico y las variantes genéticas. Paralelamente, los
analisis genéticos se han vuelto mas sofisticados, incorporando estrategias como el uso de
paneles ampliados para incluir nuevas variantes, la busqueda especializada de variantes que
afectan el splicing, el analisis de variantes estructurales (CNVs) y la secuenciacion del genoma
completo (WGS), que permite la deteccidn de variantes intrénicas y otras alteraciones genéticas
previamente inaccesibles. Todos estos avances contribuyen a incrementar la tasa de diagnéstico y

mejorar la comprension de la etiologia del HC.
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