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Resumen

Objetivo: Realizar una revisión de la literatura sobre los principales métodos de diagnóstico de

las hipospadias a nivel genético y molecular, y su utilidad en esta patología.

Métodos: Se realizó una búsqueda en las diferentes bases de datos como Pubmed y EMBASE

con los siguientes términos MESH y sus combinaciones: «molecular diagnosis», «genes»,

«hipospadias», «karyotipe», «wgs», «fish», «chg», «sanger», «microarray», «mps», «wes» y

«gwas».

Se incluyeron artículos de metaanálisis, revisiones sistemáticas, revisiones de Cochrane, ensa-

yos clínicos, revisiones narrativas y series de casos, entre 2001 y 2016, tanto en idioma español

como en inglés. Se escogieron 33 artículos a partir de títulos, abstracts y referencias cruzadas

que fueron incluidos dentro de esta revisión.

Resultados: Las hipospadias son el defecto en el desarrollo del aspecto ventral del pene

acompañado de una ubicación ectópica del meato uretral. El 30% de las malformaciones congé-

nitas de los recién nacidos corresponden a una malformación urológica. Dentro de las pruebas

genéticas y moleculares que hay disponibles para su diagnóstico, existen múltiples de ellas de

utilidad variable. Estas son el cariotipo, el FISH, la secuenciación de Sanger, entre otras.

Conclusiones: Gracias al avance de la tecnología, son múltiples los métodos de diagnóstico a

nivel molecular que han permitido ampliar el conocimiento sobre las causas de hipospadias.

Además, permiten en el ámbito de la práctica clínica diaria utilizarlos para realizar un estudio

completo de los pacientes.

© 2016 Sociedad Colombiana de Uroloǵıa. Publicado por Elsevier España, S.L.U. Todos los

derechos reservados.
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Abstract

Objective: The aim of this study is to perform a systematic review of the principal genetic and

molecular diagnostic methods for hypospadias and their usefulness.

Methods: A Pubmed and EMBASE search was carried out using the following MESH terms:

‘‘molecular diagnosis’’, ‘‘genes’’, ‘‘hypospadias’’, ‘‘karyotype’’, ‘‘wgs’’, ‘‘fish’’, ‘‘chg’’,

‘‘sanger’’, ‘‘microarray’’, ‘‘mps’’, ‘‘wes’’, and ‘‘gwas’’.

Meta-analyses, systematic reviews, Cochrane reviews, clinical trials, narrative reviews and

case series were included, between 2001 and 2016, in both Spanish and English. A total of 33

ítems were selected for review after reviewing titles, abstracts, and cross references.

Results: Hypospadias are the birth defect of the ventral aspect of the penis, accompanied by

an ectopic location of the urethral meatus. 30% of all birth malformations in the newborns are

urological malformations make up 30% of all birth malformations in newborns. Within the genetic

and molecular test available for diagnosis, many are of varying usefulness. These include, among

others, karyotyping, FISH, and Sanger sequencing.

Conclusions: Due to advances in technology, there are multiple molecular diagnosis methods

that can widen the knowledge of the aetiology of hypospadias. They also allow them to be used

in the everyday practice for a complete study of patients.

© 2016 Sociedad Colombiana de Uroloǵıa. Published by Elsevier España, S.L.U. All rights reser-

ved.

Introducción

Las hipospadias son el defecto en el desarrollo del aspecto

ventral del pene acompañado de una ubicación ectópica del

meato uretral1. Se presenta en uno de cada 250 nacidos

vivos, con una prevalencia que varía de 4 a 43 casos por

10.000 nacimientos2,3. De los nacimientos anuales, 2-3% pre-

senta algún tipo de malformación congénita, dentro de las

cuales las malformaciones urológicas representan alrededor

del 30%4. En Colombia, se ha definido que la incidencia de

malformaciones urológicas oscila entre 0,25 y 0,43%, y entre

ellas las más frecuentes son hipospadias y criptorquidia4.

Según datos del Instituto Nacional de Salud, en 2012 se

reportaron 48 casos de hipospadias, que correspondió al

1,99% de las anomalías congénitas para el mismo año5. Las

hipospadias se han relacionado con cerca de 200 síndromes

genéticos6.

Teniendo en cuenta los genes involucrados en el desarro-

llo de las hipospadias, el objetivo del presente artículo es

realizar una revisión de la literatura sobre los principales

métodos de diagnóstico de las hipospadias a nivel genético

y molecular, y su utilidad.

Materiales y métodos

Se realizó una búsqueda en Pubmed y EMBASE con los

siguientes términos MESH: «molecular diagnosis», «genes»,

«hipospadias»,«karyotipe», «wgs», «fish», «chg», «sanger»,

«microarray», «mps», «wes» y «gwas».

Se incluyeron artículos de metaanálisis, revisiones siste-

máticas, revisiones de Cochrane, ensayos clínicos, revisiones

narrativas y series de casos, entre 2001 y 2016 tanto en

idioma español como en inglés. Se escogieron 33 artículos a

partir de títulos, abstracts y referencias cruzadas que fueron

incluidos dentro de esta revisión.

Resultados y discusión

Embriología y genes asociados

El desarrollo uretral inicia con la formación del seno uro-

genital hacia la 6.a semana de gestación, seguido por

el crecimiento del tubérculo genital (TG) que ocurre de

manera próximo-distal y dorso-ventral, junto con la forma-

ción de la placa uretral y la tubulo génesis epitelial. El TG

junto con el epitelio de la placa uretral (EPU) tienen activi-

dad polarizante, que guía las interacciones mesenquimales

y epiteliales7.

La proteína Sonic Hedgegog expresada en el EPU es

requerida para la iniciación y crecimiento del TG3. Proteí-

nas como las homeobox (HOX) y Sonic Hedgegog guían y

regulan todo el proceso. Factores de crecimiento fibroblás-

tico (FGF) y Wnt5 promueven el desarrollo y crecimiento; y

proteínas morfogenéticas óseas (BMP) cumplen un rol en la

apoptosis3,7.

El testículo desarrolla la capacidad de producir andró-

genos, los cuales potencian la organogénesis del tracto

reproductivo masculino e intervienen en la fusión de los

pliegues uretrales.

La masculinización de los genitales externos, se da prin-

cipalmente por dihidrotestosterona, donde el tubérculo

genital se diferencia en glande; los pliegues uretrales en

el cuerpo del pene; y las eminencias genitales en escroto.

De forma simultánea, las células de Sertoli secretan hor-

mona antimulleriana la cual induce la regresión del conducto

mulleriano. Estas células son esenciales para el funciona-

miento de las células de Leydig y de los túbulos seminíferos8.
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El gen HOXA13 es un importante regulador del pro-

ceso embriológico, y sus mutaciones; es responsable de

síndromes como el mano-pie-genital, que incluye las hipos-

padias como una manifestación. Este gen se encuentra en

el mesénquima del TG y del EPU. Estudios en ratones han

podido comprobar cómo la pérdida de HOXA13 repercute

en la formación y proliferación del mesénquima que rodea

estas estructuras, con consecuencias posteriores en la fusión

distal del meato. Así mismo, se ha comprobado cómo es

esencial para la muerte celular programada, necesaria para

la fusión, crecimiento y cierre de la uretra peneana9.

El factor de crecimiento fibroblástico 8 (FGF8) o factor de

crecimiento inducido por andrógenos, es expresado durante

el crecimiento inicial del TG y EPU, incrementando la expre-

sión de FGF10, BMP Y HOXD. Alteraciones de estos genes

impiden la maduración del epitelio uretral predisponiendo

a hipospadias7.

El receptor de andrógenos contiene una región de inicia-

ción de transcripción, denominada islas de CpG. Estas islas

CpG son importantes debido a que son sitios de metilación

de DNA, los cuales tienen un papel fundamental en el con-

trol de la expresión y actividad génica, imprinting genómico

y la inactivación del cromosoma X. La hipermetilación de

estas en la región promotora del gen receptor de esteroi-

des ha sido asociada con una inactivación transcripcional

de genes, y es vista funcionalmente como una mutación

de inactivación, que puede resultar en alteración de la

virilización10.

El gen que codifica el SRD5A, esencial para la produc-

ción de la enzima 5 alfa reductasa, es importante debido

a que esta enzima se expresa durante el desarrollo genital

masculino alrededor de la porción ventral de la uretra en

remodelación, y convierte la testosterona en su más potente

forma, dihidrotestosterona, la cual induce la formación de

los genitales externos3.

También se han asociado genes encargados del balance

entre andrógenos y estrógenos. Los receptores de estró-

genos ESR1 y ESR2 son expresados en el desarrollo del

tubérculo genital, y diferentes SNP de los genes que los codi-

fican se han asociado con hipospadias7. A su vez, el factor

de transcripción activador 3 (ATF3) es un gen que responde

a estrógenos, y muestra una fuerte regulación positiva en

pacientes con hipospadias.

Los genes WT1 y SF1 son esenciales para el desarro-

llo embriológico del sistema renal y urogenital, por lo

tanto sus mutaciones llevan a alteraciones más severas.

Se ha documentado como mutaciones de SF1 se encuen-

tran en hipospadias severas peno escrotales acompañadas

de criptorquidia, mientras que mutaciones de WT1 se han

descrito en hipospadias pene-escrotales acompañadas de

micropene3.

Etiología

Las hipospadias se pueden dividir en sindrómicas y no

sindrómicas6. Del 10 al 30% de los casos son atribuidos a sín-

dromes genéticos conocidos11,12. La gran mayoría tiene un

origen idiopático y multifactorial, con alteraciones genéti-

cas, hormonales y ambientales6,12. La exposición a químicos

en el ambiente causa disregulación del control epigenético

en el feto, alterando la acetilación o metilación normal de

genes8. Hasta el 30% de las hipospadias tienen causas mole-

culares identificadas3.

Se pueden encontrar alteraciones en genes responsables

del desarrollo fálico, de la síntesis gonadal de esteroides,

o de la respuesta a estas hormonas y sus receptores13.

Refuerza la teoría genética el hecho de ver hipospadias

en grupos familiares en alrededor del 10% de los casos, y

recurrencia en hijos masculinos de padres afectados en el

15%2,8,13. Por otro lado, se pueden heredar las alteraciones

genéticas entre 57 y 77%, con igual transmisión a través de

líneas maternas o paternas11.

Estudios moleculares

Cariotipo: debe ser utilizado como aproximación diagnóstica

inicial en todo paciente que comience con hipospadias sin-

drómica o no sindrómica. La anterior recomendación debido

a que se pueden evidenciar alteraciones cromosómicas en

el 3% de pacientes masculinos con anomalías genitales que

se presentan con criptorquidia aislada, 7% que presentan

hipospadias, y 13% cuando se presentan en combinación de

las dos anteriores14. Es esencial en el estudio de trastornos

del desarrollo sexual (DDS), que se presentan en asocia-

ción con hipospadias como en el síndrome de Klinefelter que

tiene un cariotipo XXY, micropene hipospádico con cariotipo

XXY15, o el trastorno de desarrollo testicular 46 XX (es un

síndrome genético raro que cursa con microorquidia, hipos-

padias y ginecomastia)16. El cariotipo también ayuda en el

diagnóstico de la disgenesis gonadal mixta o mosaicismo 45

X/46 XY, que cursa con hipospadias severas asociadas a otras

malformaciones genitales17. En estos casos es esencial el

diagnóstico temprano debido a que esta última condición se

relaciona con riesgo aumentado de malignidad en un 20%18.

Hibridación por fluorescencia in situ (FISH): detecta

secuencias de nucleótidos en células o tejidos. Existen pocos

reportes de casos en la literatura donde se usa este estu-

dio como diagnóstico. Entre los hallazgos más relevantes se

han encontrado como causantes de hipospadias: transloca-

ción 3; 419, cromosoma Y dicéntrico20, o deleción intersticial

parcial del brazo largo del cromosoma 121. Todas estas etio-

logías se encontraron en reportes de caso de pacientes con

hipospadias de difícil manejo quirúrgico, por lo que puede

ser una opción de diagnóstico en pacientes que hayan reque-

rido múltiples correcciones quirúrgicas en búsqueda de estos

síndromes. No se recomienda su uso en casos de hipospadias

aisladas.

Hibridación genómica comparativa (CGH): permite

detectar amplificaciones y deleciones en las regiones

más pequeñas de los cromosomas. Sin embargo, no

detecta mutaciones equilibradas22. Esta técnica permite

la detección de trisomías y grandes anomalías cro-

mosómicas (como el cariotipo), pero también detecta

pequeños imbalances submicroscópicos, como delecio-

nes, duplicaciones o triplicaciones23. Se ha demostrado

que el uso de la CGH ha aumentado la detección de

anormalidades cromosómicas hasta un 18%23. El uso más

importante de la CGH, especialmente el array-CGH, es

la detección de anomalías cromosómicas, especialmente

disbalances genómicos, presentes en el 6% de los defec-

tos congénitos. Como consecuencia, realizar estos estudios

en neonatos, puede aumentar la posibilidad de detección
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temprana de anormalidades cromosómicas consistentes con

un desorden genético/genómico, cuando no se encuentran

características clínicas que orienten hacia la causa23. Lo

anterior, especialmente en casos de hipospadias sindrómi-

cas.

Secuenciación del ADN (Sanger) o de terminación de

cadena: se basa en el uso de la polimerasa DNA para sinteti-

zar cadenas de DNA que tienen una terminación específica,

generando fragmentos de todos los tamaños posibles, que

se pueden distinguir por el tipo de marcaje que llevan o por

la incorporación de un terminador específico24. Un primer

o cebador complementario al DNA de interés inicia como

punto de partida la síntesis de la cadena complementaria

adicionando deoxinucleótidos trifosfato (dNTP), la cual se

extiende hasta la adición de un nucleótido modificado, lla-

mado terminador o ddNTP (di-deoxinucleótidos trifosfato),

el cual está marcado por fluorescencia y no contiene grupo

OH en el extremo 3′OH para seguir extendiendo la cadena25.

La secuenciación directa de los exones que codifican

los genes implicados en hipospadias se ha usado en múlti-

ples estudios para determinar diferentes mutaciones. Kalfa

et al., identificó 4 variantes genómicas del gen ATF3, en

el 10% de los pacientes de su estudio, y en ninguno de los

controles. Las variantes descritas fueron: una mutación mis-

sense heterocigótica en el exón 3 (L23 M), y tres variantes

genómicas sin transducción (C53070 T, C53632A, Ins53943A)

cerca del exón 626. Wang et al., encontró mutaciones en

el 27% de los pacientes de los genes SRD5A2, WT1 y RA,

las cuales estaban asociadas con hipospadias, e incluso a

micropene27. Otros polimorfismos se han reportado para los

genes MALMD1, ATF3, SF128,29. Esta técnica ha documentado

la mayor cantidad de variantes responsables de hipospadias

por lo que se recomienda su uso en patología sindrómica o

no sindrómica posterior a la realización de un cariotipo.

Microarray: es una técnica reciente que permite medir

la expresión de cientos de genes de forma simultánea por

medio del análisis del RNA mensajero (mRNA). Se lleva a

cabo mediante hibridación entre una sonda específica o

probe con una molécula diana. Se mencionó anteriormente

como el uso del array-CGH puede ser útil en el diagnóstico

temprano de las hipospadias, especialmente en el contexto

de desórdenes genéticos que la acompañan.

Secuenciación de próxima generación o secuenciación

masiva paralela: por medio de fragmentación del DNA, y

posterior ligación, se añaden secuencias adaptadoras en

sus extremos. Estos fragmentos se amplifican clonalmente

y son agrupados como entidades que se van a secuenciar.

Esta prueba permite detectar todos los tipos de variación

genómica en un solo estudio. Por medio de la identificación

de diferencias en la secuencia de DNA se pueden detec-

tar variantes genéticas cuando se compara el DNA de un

individuo a estudio con un DNA de referencia30. Los avan-

ces recientes en hipospadias han demostrado nuevos genes

asociados y posibles variantes causales; además estudios

en animales han traído a luz nuevos conocimientos sobre

la genética molecular del desarrollo normal y anormal del

pene11.

Secuenciación de exoma (WES): esta técnica ha permi-

tido identificar deleciones en casos de disgenesis gonadal

y trastornos del desarrollo sexual que incluyen hipospa-

dias como una de sus manifestaciones. Se ha descrito cómo

este estudio de bajo costo, puede ayudar a identificar

tempranamente la variante causante de las alteraciones.

Un ejemplo es la deleción por desplazamiento del marco

de lectura, localizada en el exón 6 de NR5A1, documentada

por Eggers at al; este gen se ha identificado como un gen

clave en la determinación del sexo gonadal31. Este método

diagnóstico puede realizarse en casos de hipospadias sindró-

micas en las que no se haya establecido una causa con los

estudios previos.

Secuenciación del genoma (WGS): no se encuentran artí-

culos reportados en la literatura donde se describa su uso

para el diagnóstico de hipospadias. Van der Zanden et al.,

uno de los principales investigadores sobre el tema, con-

cluye en sus artículos que debido a los costos elevados de

esta técnica, solo es usada en identificación de causas mono-

génicas. A medida que transcurra el tiempo y los costos

disminuyan, podrá ser usada en grandes cohortes con hipos-

padias aisladas e identificar genes involucrados3.

Estudio de asociación del genoma completo (GWAS): la

utilidad de este método diagnóstico se basa en documen-

tar locus que puedan demostrarse como etiológicos. Geller

et al., realizó un GWAS en 1.006 casos de hipospadias

confirmadas quirúrgicamente y 5.486 controles, con poste-

rior identificación de 18 locus asociados a hipospadias y 4

sugestivos de asociación, especialmente locus conectados

a genes que se involucran en el desarrollo embriológico.

Los locus encontrados más significativos en el estudio se

encontraban cerca de los miembros de la familia homeobox,

especialmente HOXA, IRX5, IRX6 Y ZFHX3. El HOXA4 se ha

documentado ampliamente como causante de hipospadias

aisladas, y el HOXA13 como causante del síndrome de pie-

mano-genital32. Van der Zanden et al., mediante el uso de

GWAS, reportó 436 pacientes con hipospadias y 494 contro-

les, y determinó que las variantes relacionadas con el gen de

la diacylglyceron kinasa kappa están fuertemente relaciona-

das con hipospadias, principalmente para las hipospadias de

tipo anterior y medio. Por lo que concluye que la estratifica-

ción del fenotipo de hipospadias basado en la localización de

la apertura del meato uretral puede reducir la heterogenici-

dad genética y mejorar los resultados en estudios genéticos

a futuro33.

Conclusiones

Existen diferentes genes involucrados e identificados como

causantes de hipospadias tanto sindrómicas como no sindró-

micas. Realizamos una revisión de la literatura sobre ellos,

los diferentes métodos de diagnóstico genético y molecular,

y las causas detalladas en la literatura descritas con estos

métodos.

Para complementar el estudio de los pacientes con esta

patología, es recomendable iniciar tomando un cariotipo

como aproximación diagnóstica inicial sexual, esencial en

pacientes con trastorno del desarrollo sexual. La secuencia-

ción de exones puede ser realizada en casos de hipospadias

sindrómicas o no sindrómicas posterior a un cariotipo nega-

tivo ya que tiene la habilidad de detectar diferentes genes

causantes previamente reportados. La secuenciación de

exoma adquiere utilidad en aquellos pacientes con trastor-

nos del desarrollo sexual, identificando tempranamente la

variante causante. Es posible realizar también hibridación

genómica comparativa en el caso de neonatos en los que
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se tiene la sospecha de un desorden genético/genómico, y

que las características clínicas no aporten orientación hacia

el desorden. En embriones en donde se tenga sospecha de

algún desorden genético, el microarray podría ser de ayuda

para el diagnóstico temprano de las hipospadias y del sín-

drome en sí con el fin de enfocar un tratamiento prenatal.

En el caso de pacientes que ya han sido sometidos a múl-

tiples procedimientos quirúrgicos con hipospadias de difícil

manejo, el FISH puede ayudar a identificar el trastorno aso-

ciado. El estudio de asociación del genoma completo, la

secuenciación del genoma y la secuenciación de próxima

generación son estudios más avanzados y costosos que se

están realizando para encontrar nuevos genes asociados,

los cuales en un futuro mejorarán nuestro conocimiento y

manejo de esta patología.
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