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1. INTRODUCCION

El hombre siempre se ha preocupado por conocer cémo se encuentra y cémo se
manifiesta la informacién genética contenida en las células. En 1857, Virchow observé por
primera vez cromosomas humanos en células en divisi6én, aunque su naturaleza no fue
reconocida entonces. Para 1885 ya se habfa aceptado que los cromosomas constitufan la

base fisica de la herencia. A partir de entonces se emprendi6é 1a tarea de daterminar el

nimero de los cr omas y el ismo de determinacién sexual en la especie
humana. {1}

El primer investigador fue Guyer, quien en 1910 reporté un nGmero total de 22
cromosomas en hombres y 24 en mujeres; ademdas plante6 que el mecanismo de
determinacién sexual era del tipo X-0. {2) Von Winiwarter concluyé que el nimero de
cromosomas era de 48 en mujeres y 47 an hombres, y que el mecanismo de delsrminacian
sexual dependla de la presencia de uno o daos cromasomas X. En 1917, Weiman reporta la
presencia de los cromosomas X y Y. {3,4)

Painter [1921-1923] dedujo corr 1te el i XY de determinacion

sexual y conciuyé que la mitad de! esperma contenfa cromosoma X vy la otra mitad
cromosoma Y, Sin embargo, planteé que el nimero de cromosomas en el humano era de

48. (4,5}

Durante las sigui dos décadas ésto fue ptado, hasta que en 1956 Tjio y
Levan (6} demostraron que el ndmero correcto era de 46 cromosomas. Otras

investigaciones apoyaron estos resultadost(7).

De esta manera quedéd establecido que el nimero de cr en la
humana es de 46 y que al i de determi i6n sexual es del tipo XY.
En el humano, la pr ia o ia del cror Y determina el camino de la

diferenciacion sexual(8l. Dentro de las enfermedades genéticas, el presente trabajo incluye al
1



§ da enfer d [ i por def originados en el proceso de la

diferenciacién sexual.

Para complementar este trabajo se incluye una revisidn bibliografica sobre el proceso

normal de diferenciacion sexual, asl como de los padecimentos que abarca esta tesis.

Debido a la importancia que en los Gitimos aiios ha tenido 1a biologfa molecular, en el
Servicio de Genética del Hospital General de México SSa se vio la necesidad de dar un
espacio a esta 4rea con el fin de apovyar a la citoganética. Para ello se dio inicio con el
banco de DNA, ya que la obtencién de DNA as la basa de 1as técnicas de biologia molscular.

El objetivo general do csta tesis es elaborar un banco de DNA de pacientes con

de la dif iaci sexual en ei Servicio de Genética del hospital general de

México SSa. Los abjetivos particulares son los siguientes:

1.-C

p el trabajo i | con una revisién bibliografica sobre el proceso

narmal de 13 diferanciacion sexual, asi como de los padecimi que se incl

yen en este
banco de DNA,

2.- Estandarizar la técnica de extraccion de DNA a partir de sangre periférica.
3.- Realizar un andlisis cuantitativo y cualitativo de las muestras de DNA obtenidas.
4.- Emplear el DNA obtenido en técnicas de biologla motecular para fines tanto inmediatos

como a largo plazo.

6.- Dar inicio a un banco de DNA pora posteriormente incluir otro tipo de enfermedades.



il. MARCO TEORICO

.1 GENETICA MOLECULAR

Hasta mediados de! siglo XX, el dio de las enfer hereditarias estaba

basado en la genética cldsica, la cual se concretaba a analizar a los individuos afectados
mediante su historia clinica y familiar, el examen fisico, algunos estudios de laboratorio y el

andlisis del drbol ). Para los i clésicas la unidad fundamental es un gen

indivisible y abstracto, aunque el estudio detallado de su naturaleza e identidad fisica no es

esencial. De aqul que sus teorfas de los mecanismos de herencia y sus pradicciones

experimentales no dan del conocimi de las estructuras a nivel submicroscépico o

molecular.(9)

. En los afios cincuentas, gracias a los grandes avances tanto en fisica como en
quimica, fue posible estudiar a las moléculas biolégicas por técnicas tales como la
cristalografia de rayos X y el andlisis cromatografico de protelnas. Con el empleo de esiax
nuevas técnicas, en 1953, Watson y Crick determinaron la estructura de la molécula del

DNA, lo cual permitié i su di i Con este hecho se inici6 la biologia

q 1 1 el

concreta, los

molecular.{3}  Para ésta la unidad fu es una

nuclestidos del DNA, quedando el gen relegado a una unidad secundaria, que comprende

cientos o miles de nucleétidos.(8}

El dio de los cror a nivel del DNA proves una nueva perspectiva en la
expresién del gen y puede permitir una correlacién entra fenotipo y genotipo.{10}

La biologfa molecular echa mano de métodos y herramientas empleados en otras
disciplinas, como son las bioquimicos, fisicoquimicos, difracci6on de rayos X, microscopfa
electronica, ademdas de tener sus propias herramientas. La finalidad de esta drea es: 1)

Explicar los mecanismos por los cuales cambia la informacién genética y se hace posible la



evolucién de los seres vivos, 2} i los i de regulacié

de fa expresion
genética, 3) decodificar toda la informacién contenida en el DNA, y 4} determinar la

organi 1y dil lecular de los (1n

El campo de 1a biologia molecular no puede estar aislado, sino que requiere del

trabajo conjunto con el sarvicio de citogenética y con el 4rea clinica. {12}

En la década de los setentas hubo una revolucién en fa biologf: I debida

principaimente a la aparicion de los métodos de DNA r inante. Estos métodos han
llevado al aistamiento y caracterizacién de los genes de cualquier organismo y a la
determinacién de secuencias de DNA y de cualquier secuencia codificants de protelnas.
También bha sido posible el seguimiento de genes a través de familias y de cambios
evolutivos. La habiiidad para aislsr y analizer genes humanos ha tenido un efecto mas
profundo en el campo de ia gendtica humana que en otras dreas de la biologfa, permitiendo
el entendimiento de muchas enfermedades hereditarias a nivel molecular.(13)}

Las herramientas basicas que se utilizan en la genética molecutar son fas enzimas de

restriccion y las sondas. Tanto el DNA como las enzimas y las sondas pueden utilizarse en

diversas técnicas como son la hibridizacién tipo Southern, PCR [r i6n en cadena de la

poli lab ién de bibl genémicas o cromosémicas, gendtica inversa,

ligamiento genético, entre otras.
Existen dos categorlas de mapas genéticos:{14)

1) Mepas fisicos, basados en el DNA que conforma cada cromosoma. Incluyen mapas de

4 iccion y clonas oo jas de una g Una nucleasa da rastriccion en particular

cortard cualquier molécula de DNA, origindndose una serie de fragmentos espscificos

inados fr de iccion. C do los fios de los de
restriccion producidos de una regidn gensética deter: d del tr i con una
de div nucl de icc pueds construirse un mapa da restricciéon

de esa regién, mostrando la localizacién de cada sitio de corte fo sitio de restriccién] en

relacion a sus sitios de restriccion vecinos. Debido a que las diferantes enzimas de
4



restriccién reconocen especlficamente una pequeda secuencia de DNA, un mapa de
restriccion refleja el arreglo de secuencias de nucle6tidos especificas en la regi6n. Esto
permite comparar diferentes regiones de DNA [comparando sus mapas de restriccionl sin
tener que determinar sus sacuencias de nucle6tidos. Los mapas de restriccién tambign son

importantes en la cl ién del DNA, permitiendo la | izacién del gen de interés en un

fragmento de restriccién en particular.

2) Mapas da ligamisnto genético. Se apoyan en la frecuencia de co-herencia de dos o mas
caracteristicas que acttan como marcadores genéticos y que difiearen en el padre y en la
madre.{14) Cuanto méas proximos estén dos marcadores en un mismo cromaosoma
parental, con menos frecuencia se separardn sus alelos al intercambiarse DNA antre los
cromosomas homdélogos durante la meiosis. Asl, para precisar la distancia que media entre
un gen de particular interés y un marcador, se correlaciona el patron de herencia de sus
alelas. Si en una familia afectada los individuos que desarrollan la enfermedad heredan casi

siampre la misma versién del marcador, el gen mutante y el marcador se encontrardn en el

mismo 1a ¥ muy proxi Sa dice entonces que el marcador y el gen afectado
estan ligados.{15) Para hacer un mapa de ligomiento se requiere estudiar a mqltiplas
miembros de una familia, asl como tomar en cuenta mas de un marcador. Estos marcadores
deben estar estrechamente ligados para dar resultados confiables.{16)

El anélisis por ligamiento constituye una herramienta muy importante para detectar
padecimientos genéticos en los cuales no ha sido posible identiticar al gen responsable {15).

Se basa en la identificacién de marcadores cercanos al gen vy en la fr ia de

co-herencia de dos o mas de éstos, cada uno diferente en la madre y el padre, y con un sitio

pecifi an el Tradicional 1te, e@stos marcadores eran genes cuya
expresién se detectaba por medio de sus efectos. Reci ha sido ible utilizar,
como marcadores i pequeiias ias de DNA que contianen un sitio de carte

de nucleasas de restriccion y que difieren entre los individuos; esta secuencia es



particularmente util para el mapeo genético porque origina fragmentos de restriccion
polimérficos de longitud variable {RFLP, por sus siglas en inglés] que pueden ser detectados
por hibridizacion tipo Southern mediante una sonda complamentaria. {14}

La clonacién de secuencias de DNA es la insercion de un fragmento de DNA

gendmico en un vector {segmento de DNA que tiene capacidad de replicarse y conservarsa

dentro de una bacterial. El DNA se a una di i con d de

restriccién, obteniéndose varios fragmentos. Por otro lado, se tiene un vector que contiene

un gen con resi ia a un di 1to, dicho vector ién se a una di
con end 1 En ida, por accién de la ligasa, se efectda la unién entre uno de los
fragmentos dal DNA 6mico vy el vector, ot i 558 la clona IDNA genémico de 1 a 40

Kb mds ol vsctor), 13 cual sa Introducs al husspad apropiado, que generaimente es una
bacteria [E. coli ). Se denomina inserto al DNA clonado que se ha unido al vector y que se

replica con la bacteria {13).

La tecnologfa de DNA inante permite el ai: i rutinario y el andlisis ‘de
genes.

Una biblioteca genémica contiene todas las secuencias del genoma de un organismo
en particular, incluysndo tanto a las que codifican como a las que no lo hacen {10).

Una vez extraldo el DNA, se digiere parcialmente con enzimas de rastriccién,
obteniéndose fragmentos variables. Estos son clonados en un vector, de tal forma que
suficientes clonas son generadas para que sea altamente probable que todas las secuencias
85180 rapresaniadas varias veces {13).

De esta manera se generardn millones de colonias diferentes de células
transformadas. Cada una de estas colonias va a estar formada por una clona derivada de

una sola célula ancestral, por lo que contiene un pldsmido recombinante con la misma

ia de DNA ico insertada. Asf cada plasmido contisne una clona genémica de

DNA, mientras que toda la leccién da pl H conf una bibli de DNA

genoémico {14).



También es posible construir bibliotecas cromosoma-especificas, utilizando como

fuente de insercién cromosomas separados flsicamente o llneas celulares hfbridas que

un solo cr humano. La clonacién de bibliotecas representativas de cada
cromosoma humano es de gran importancia para la investigaciéon de rearreglos especificos
de cromosomas asociados con des6rdenaes genéticos y con neoplasias (10},

Ambos tipos de clonas tienen usos en genética humana, muchos de los cuales

yen el dio del DNA h y la elaboracién de sus mapas da restriccion. {13)

Cuando se pretende localizar un gen cuyo producto se desconoce, se emplea la

1 d ien b

Esta p d la regién imada del cr en la

que se encuentra el gen, a pesar de que se desconozca Ja funcién del mismo. La técnica
consta de los siguientes pasos:{17)

1) Construccién de un mapa de 1a regién relevante del genoma que contenga al menos tres
marcadores: el gen blanco y otros dos marcadores que lo estén flanqueando.

2) Caminata cromosémica para clonar todo el DNA que se encuentra en el intarvalo entre los
marcadores.

3) Localizacién do gones en ef DNA clonado,

4)Probar, par correlaci tos genes id con el gen blanco.

5} Realizar prusbas de identidad entre el gen candidato y el gen blanco.
Esta técnica ha probado su utilidad en la identificiacién de los genes implicados en
varias enfermedades genéticas como la distrofia muscular tipo Duchenne y tipo Becker, la

enfermedad gr oni el ratinob: la fibrosis quistica, y la

neurifibromatosis tipo |, entre otras. {18)

Hay una gran iedad de ! pora d 4 que se jan a

desérdenas genéticos. Estas mutacionas pueden ser dg novo o bien haber sido heredadas

varias generaci Una de las mas smplaadas os la tdcnica del oligonucleétido
alelo-especifico {ASO). Esta identifi la i teando para ello una sonda
especifica.(19)



La hibridizacién tipo South {20} se lea para identificar secuencias especlificas
de DNA, para las cuales se cuenta con sondas. A grandes rasgos, esta técnica consiste en

lo siguienta: el DNA aislado se digiere con enzimas de restriccion, obteniéndose diferentes

fragmentos de DNA. Los fi son d de acuerdo a su tamailo, por

electroforesis en gel de agarosa. Para que el DNA esté accesible a ia sonda, se hace una
réplica del gel, transfiriéndolo a una hoja de nitrocelulosa o membrana de nylon. Bajo

condici de hi

se incuba el papel con una solucién que contiene a |3 sonda

marcada (esta sonda es una secuencia conocida de DNA marcada radiactivamente o con

merces fluorescentes), Posteriorments, =2 hsce un lavede para eliminer f2 marce
inaspecifica. Por autorradiografla, se detecta I8 secuencia complementaria a la sonda de
DNA {14)(Fig. 1).

La técnica de PCR amplifica de forma exponencial el DNA de una region seleccionada
del genoma mds de un millén de veces. Es un método extremadamente sensible, que puede
detectar 3 una sola copia de una secuencia de DNA en una muestra. Consiste en lo
siguiente: el DNA aislado se calienta para separar la doble cadena, y la muestra se enfria en
prasencia de un exceso de dos oligonucleétidos [cada uno de 15 a 20 nucleétidos de largo)

que han sido

q i para aparear secuencias separadas por X
nucledtidos [donde X generalmente comprende entre 50 y 2000pb). Los dos

ligonuclastido: 1 cemo cspectices para 1a sintesis do DNA in vitro, 12

cual es catalizada por una DNA palimerasa, y ellos determinan los extremas de! fragmento
final de DNA que se obtiene. Todo lo anterior corresponde a un ciclo, cada uno duplica la
cantidad de DNA sintetizada en el ciclo anterior.{14} De esta manera, al final de 20 ciclos
la amplificacién es de aproximadamente un millén de veces {229] (21){Fig. 2).

Este método ideado por Kary Mullis{22) a mediados de los ochentas, fue

prenatal de anemia de células falciformes{23). Sin



digesildn con
nucleasas de
restriccion

DNA ¢romosomica

Sonda de DNA marcads
radiactiivamente

S

Fragmentos
separados por
eleciroforesis
en gel

incubacion,
lavado

Desnaturalizacidn y transferencia

de fragmentos de DNA de codena Le pusicln’n del

simple a un papel especial dcido nucleico
complementario o la
sondo de DNA se detecta
por sutorradiograffe

Figura 1. Hibridizacio’n tipo Southern (14)
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embargo, en los Gltimos afios, las aplicacil de esta técnica se han diversificado de tal

forma que abarca una gran variedad de muestras biol6gicas {sangre, cabello, semen, tejido

incluido en parafina,etc.] asl como distintas disciplinas del conocimi [genética,

inmunologfa, vir la,biolagla evolutiva, dicina forense, etc.l (24,25}
1.2 BANCO DE DNA
Para todas las técnicas de biologia molecular se parte de un banco de DNA, por to

que es importante establecer qué es, como se elabora y cémo se maneja.

¢Qué es un banco de DNA?
Es una coleccién de muestras de DNA de pacientes y/o familiares, que permite

realizar estudios moleculares prospectivos y retrospectivos.

Propdsito de un banco de DNA

Andlisis del DNA en familias afectadas por padecimientos genéticos para fines de
confirmacién de diagnéstico a niveli molecular, diagnéstico prenatal, diagnostico
presintomatico y deteccisn de portadores.

Ademds el banco de DNA constituye un recurso invaluable para la investigacién a
nivel molecular de los dasérdenes genéticos. {26)
¢Cudles desérdenas comprende?

La mayoria de los desérdenes para los cuales se realiza un banco de DNA son de
tipo monogénico, es decir, que involucran a un solo gen. Algunos de éstos son: fibrosis

quistica, Corea de Huntington, distrofia miotdnica, esclerosis tuberosa, distrofia muscular

Duchenne/Beckar, inmur iciencias ligadas al X y hemofilias A y B. {26}
Ademéas puede incluirse cualquier padecimiento genético no monogénico y otras

enfermedades para las cuales puedan aplicarse alguno de los proposi antes

Tal seria el caso de lat ias, di artritis ret i etc.
11




¢(De qué miembros de la familia debe conservarse DNA?

Esto depende del tipo de padecimiento en estudio ya que en algunos casos se
requiere DNA de los familiares mas cercanos, como es el caso de las enfermedades con
patrén de herencia mendeliano por lo que deben incluirse las siguientes muestras: padres,
hermanos e hijos en caso de haberlos. En estos casos es necesario elaborar un banco de
DNA de la familia. Mientras que en otros Gnicamente se requiere la muestra de! paciente,
como en el sindrome de Turner.

En todos los bancos de DNA es necesario incluir muestras de DNA de controles

sanos femeninos y masculinos.

Tipo de muestra

Ordinariamente la sangre venosa es la muestra mas utilizada y méas conveniente

debido a su ficil ob i6n y al buen r imi que de ella se alcanza.

Otros tipos de que foarse son los cultivos de fibroblastos y
médula 6sea. Ademds, se ha visto en necropsias que el higado es una fuente rica de DNA
cuando estd fresco aunque se autolisa rdpidamente. Otra opcién es utilizar el bazo que no se
autolisa tan répido, pero no es tan buena fuente de DNA. (26}

Con el surgimiento de la técnica de PCR se ha incrementado la variabilidad en el tipo
de muestra ademas de que ha disminuido la cantidad requerida gracias a su alta sensibilidad.
Algunas de las muestras que se pueden utilizar son: células de l]a mucosa bucal, gotas secas

de sangre, y cabellos.{21}

Extraccion de DNA
Esta se realiza a partir de 20ml. de sangre, siguiendo la técnica modificada de la Dra.

Gorodezky(27), la cual se i detallad: mas adel It ales y Métodos]

12



identificacién de la muestra
Se debe asignar una clave con un numero progresivo al microtubo que contiene a la

muastra,
Simuitdneamente asta clave y nimero deben incluirse en un registro ya sea manual o

por dora donde ad se deben anexar los siguientas datos: {26)

- Nombre completo

- Fecha de nacimiento

- Direccién completa

- Fecha de toma de muestra
- Institucién de procedencia
- idantificacion familiar

- Datos clinicos

- Estudios cariotipo, biopsi ultr idos, etc.

Servicio-investigacion

Es importante que el banco tenga un uso préictico inmediato ademas de los fines

para la investigacién a largo plazo. El uso practico incluye iquiera de los prc
establecidos previamente. En el drea de la ir igacion los dios estdn inad
hacia un i de la etiol vy del desarrollo de la enfermedad, asi como a una

probable aplicacién practica a largo plazo.

1.3 DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL ¥ PATOLOGICA HUMANA

La diferenciacién sexual puede dividirse en tres etapas i cromoso6

gonadal y fenotipica.{28)
La diferenciacién cramosoémica inicia desde el momento de la fertilizacion cuando el

espermatozoide aporta un cromosoma X 6 Y vy el 6vulo un cromosoma X inicidndose el

13



dimorfismo sexual caracterlsitico de los mamiferas. De esta forma las hembras posean dos
cromosomas X y los machos un cromosoma X vy uno ¥ normalmente, siendo el

cromosoma Y la principal sefial determinante del sexo.{28)

1.3.1 DIFERENCIACION CROMOSOMICA

CROMOSOMA Y

El tamaiio del cromosoma Y es pequeiio, ituye i 2% de la

longitud total del h ide y i 4-8 x 107 pares de nuclestidos del DNA.(29)

Presenta dos regiones, 1a primera de ellas es heterocromatica y se ubica en fa regién de los

brazos largos (esta region distal no se trar ibel; la da corresponds a una regién

eucromatica, que abarca todo el brazo corto y la region proximal del brazo largo.i8) La
porcidn eucromética esta en el orden de 2 x 107 pares de bases(28){Fig. 3}.

El cromosoma Y posee una pequeiia cantidad de genes activos, algunos de los
cuales se relacionan con el desarrollo somético. Entre éstos se encuentran los que
corrasponden a la maduracién esquelética, crecimiento corporal, prevencion de los estigmas
del sindrome de Turner, desarrolio dental y espermatogénesis.{8)

Con los estudios realizados por Jacobs y Strong en 1959 se determiné el papel

critico del Y en la induccién de la dif iacion icular indeper

del nimero de cromosomas X. A partir de entonces se inici6 1a busquada del gen
responsable de esta diferenciacién. En 1966 se detarmind que dicho gen se encuentra en el

brazo corto de Y{(30).

Esto significa que el Y codifica para un factor dominants indispensable

para la 1. En pi ia de dicho factor, la génada embrionaria indiferenciada

se desarrolla como un testiculo en vez de ovario. La subsecuente diferenciacién sexual

es una ia de los productos hormonales del testiculo {31).
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- Regidn pseudoautasdmica

Factor determinante de testicuio

Prevencidn de los estigmas del
sindrome de Turner

Antigeno H-Y
Pscudogenes de argininosuccinato
sintestasa, actina

Retardo en la maduracién sea

Gen regulador de la espermatogénesis, pseudogen de la sul-
fatasa de esteroides, gen regulador del crecimiento dentat

Gen responsable del crecimiento

Heterocromatina

Figura 3. Genes asignados al cromosoma Y. [g)
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Debido a la naturaleza incierta del material genético del Y implicado en la
daterminacién sexual, éste fue denominado como TDF (factor determinante de testiculo} en
e} humano y como Tdy en su homélogo murino, Debe entenderse, sin embargo, que no toda

la informacién genética requerida para la for i icular esta ida dentro de

TOF/Tdy, sino que todo el proceso de determinacién sexual estd bajo el control de una ruta

&t

g i en la cual pi

la mayoria de los genes participantes son autosémicos o

ligados al X.{17)

La pri hip6tesis al r fue da por Watchel y cols. en 1975, En ésta
se establecfa que TDF corresponde a H-Y, un antfgeno de histocompatibilidad masculino.{32)

Esta hipdtesis fue refutada al encontrarse con lculos que fan de H-Y.{30)

Con el fin de poder identificar y clonar a TDF se han revisado detalladamente mapas
del cromosoma Y. Han sido construidos tres tipos de mapas: mapas da delecién a partir del
analisis genémico de individuos con reversion sexual, varones XX y mujeres XY; un mapa

meidtico de la region d [

tida por ambos cromosomas X v Y; y un

mapa de restriccion de amplio rango que combina fos dos primeros.(17)
£n 1986, Vergnaud y cols.{33) astudiando a varones XX elaboraron un mapa del

cromosoma Y en el que definieron siete intervalos.

Asl, dos conclusiones pueden ser inferidas de los mapas: primerb TDF se comporta

como una enti genética dnica y do TDF mapea en la posicién distal del brazo corto

del cromosoma Y, adyacente a la region pseudoautosomica.{17)

En 1987, Page y cols. {34) i or izar a TOF jiante una via que no

presupone la naturaleza de! gen o de sus prod esto as, haciendo uso da la |l d
"genética inversa® o, mas descriptivamente definida como “clonacién posicional”.

Consideraron posible clonar el gen TDF en base a la determinacién precisa de su localizacion

Para ello emp on los g de dos Individuos: un varén XX (LGL203) v
una mujar XY (WHT1013).



El var6n XX porta solo un f del cr Y correspondiente a los

intervalos 1A1 y 1A2 del mapa de Vergnaud. Por otro lado, la mujer XY presenta una
delecion de 160kb. comprendidas entre 1A1 y 1B. Con esto supusieron que la porcién
esencial do TDF reside en ol intervalo 1A2, el cual mide 140Kb. Clonaron esta porcién e
identificaron en ella una secuencia de DNA que incluye a pDP1007 y codifica para una
proteina, presumiblemente el factor determinante de testiculo. Encontraron que esta
proteina se conservaba en los mamiferos a lo largo de la evolucién. Este gen fue
denominado ZFY{(34).

Ademis, Page v cols.{34) observaron que el inserto pDP1007 hibridiza fuertemente
con un locus Onico en el cromosma X del genoma femenino {ZFX}. Postwularon que al soxo
se determina por el nimero total de ZFX y ZFY que se expresan: una dosis Gnica es una
determinante femenina, mientras que una dosis doble 6 mayor es una determinante
masculina, asumiendo que el locus ZFX estd sujeto a la inactivacion.

Los genes ZFX y ZFY pertenecen a una familia de genes con caracteristiéas

. Todos los mi 0s de ésta poseen trece dominios de Zn, el cual es uno de los

m4s altamente conservados en secuencias especlficas de protefnas de uni6n a DNA en

yes j a muchos factores de transcripcion{35).
Sin embargo, investigaciones posteriores aportaron datos que eliminaron la hipstesis

de que ZFY era TDF.

Un hecho excluyente fus que en los marsupiales, las secusncias asociadas a ZFY no

se | izan en los X o Y sino en autosomas. Esto puede significar dos cosas:
que 8! mecanismo de determinacién sexual sea difierente en marsupiales y euterios, o bien,
que ambos mecanismos sean idénticos y que entonces ZFY no sea TDF {36).

El patron de expresién generalizado de ZFY Lién fus incor

con lo

esperado para el gen TOF{35).



Por otro lado, Koopman y cols.{37) encontraron que en los ratanes normales la
expresién de Zfy-1 y Zfy-2 estd determinada por las células germinales, fas cuales no se

raquieten para el desarrollo masculino. Ademdas, en los We/We el

desarrollo testicular se da en ausencia de Zfy-1 y Zfy-2 detectables, por lo que estos genes
no pueden ser considarados como candidatos para TOF/Tdy.

En 1988, Schneider-Gadicke y cols.(38) demostraron inequivocamente que el gen
ZFX escapa al proceso de inactivacién, eliminando con ello la hip6tesis de que la
determinacién sexual era debida a un efecto de dosis. Para demostrar que ZFX no estd

sujeto a la inactivacidn, realizaron experimentos por la técnica de Northern, Encontraron que

el nivel de pcion de ZFX ba con el nimero de cromosomas X presentes,
sugiriendo que ZFX escapa a la inactivacion. .

Palmer y cols{39}, reportaron cuatro varones XX que poselan secuencias del Y que
no inclufan a ZFY, Se propuso antonces que estos son varones debido a que en su genoma
posesn TDF. De acuerdo a sus resultados, TDF se localiza préximo a la regfbn
pseudoautosémica a 60 kb.

Todas las evi iores inaron a ZFY como TDF. Sin embargo, es

probable que este gen tenga una funcién masculina especifica en la espermatogénesis, ya
que se ha conservado selectivamente a lo largo de 12 evolucién{35).
Sinclair y cols.{40), profundizaron en el trabajo de Palmer y definieron una regién

de 35 kb de secuencias especificas ir di ady a la regi6n d 6

donde debe encontrarse TDF. La técnica empleada para encontrar esta region fue la

caminata cromosémica.

Para identificar TDF en la regién de 35 kb, el DNA de esta regién fue digerido

empleando enzimas de restriccién obteniénd 50 f de 0.5-1 kb. Cada uno de
éstos fue marcado radiactivamente para ser usado como sonda en transferencia tipo
Southern. Sae corrieron muastras de DNA de humanos {hombres y mujeres}, murino

{machos y hembras), bovino e hibridos de hdmster, junto con muestras de los cromosomas
18



X y Y. Se encontré que sélo un fragmento era unico en el cromosoma Y y se conservaba en
el ganoma de fos murinos y bovinos, Esta banda tue la pY 53.3, la cual fue denominada
SRY iregion determinante del sexo en el cromosoma Y](40}.

La secuencia de SRY contiene 669 pb de un marco abierto de lectura. La protelna

supuestameante codificada por éste, tiene una sorprendente similitud con un motivo

conservado en varias pr no hi i relacionadas con HMG1 y HMG2 {grupo de

alta movilidad}{40).

Gubbay y cols. {37} d que el h logo murino Sry osta presente en Sxr’,
la porcion minima del cromosoma Y en ratones que se Sabe Bs requerida para la
determinacién sexual. Asi mismo, definieron una delecién da Sry en una hambra mutante

para Tdy.

La expresion fatal de Sry ién ha sido di d en embriones de

ratones amplificando el ANA de las crestas genitales por PCR. Estos estudios muestran que
los transcritos de SRY/Sry estdn restringidos a 1a porcion somética de dicha cresta uno a
dos dfas antes del primor signo de formacién testicular (41).

Kaopman y cols, {42} plantearon que la mejor forma de probar la funcion de

SRY/Sry, es introducirlo an embriones XX y observar si se desarrollan como machos. Ef Sry

on un frag gendmico de 14Kb (£741) da origen a desarrollo testicular normal

an

inos, tanto en la etapa embrionaria como

aduita, En dos casos, se observé testicuio en emibricncs cuva cromatina sexual indicé una

XX {la itucion ica fue asignada por tincion de fa
cr ina sexual de células isticas). Analisis por hibridizacion tipo h n
que estos dos h fan de ias Zfy y que eran transgénicos con muchas

copias de Sry. Observaron qus !a for i6n dal cordén icutar {primer signo de dasarrollo

testicular a partir de las crestas genitales} era normal. Concluyeron que no todos los
transgénicos XX muestran reversion sexual debido al mosaicismo o por efecto de posicion

en la expresién de Sry.



Dedujeron, en base a sus resultados, que Sry es el Gnico gen ligado al Y requerido
para dar origen al desarrollo masculino, por lo qua propusieron que Sry es Tdy. Sry actda
por un periodo corto para iniciar el desarrollo testicular, esto lo debe hacer por interaccion

con otros genes, algunos de los cuales estaran implicadas en la regulacién de Sry, mientras

que otros sardn blanco de Sry en la da de la difs iaci { . Todos estos

genes deben mapearse en cualquisr otro sitio de! genoma porque como ellos mostraron, Sry

as el unico gen ligado a Y requerido para e) dasarrollo lino en r: Mutaci en

algunos de estos genes pusden explicar casos de desarrollo masculino en individuos XX que
corecen de SRY, de mujeres XY donde SRY esta intacto y de hermafroditas verdaderos en

quienss no se ha detectado SRY {42){Fig. 4}.

Berta y cols.(43) reali; dios en muji XY con reversién sexual. En una de

ollas se encontré una mutacién de novo. Esta provocd un cambio conservade dentro del

supuesto motivo de unién a DNA del SRY. La iaci6n de una i6n ds novo con un
nuevo fenotipo proporciona evidencia de que fenotipo vy i6n estdn relaci d por' lo
tanto SRY se requiere para 1a diferenciacién sexual i Otra mujer XY con reversion
sexual presentd una ion presente bi en su padre. Hay varias posibles

explicaciones para esta variante: 1}1a reversién sexual es debida a otros factoras genéticos 6

ambientales; 2) podrfa pertenecer a una familia de genes ligados a X o a que

predizoonen a la reversion sexual; 3) finaimente podria causar directamente raversién de

sexo y que el padre sea un i para i il vy la variante. Ambas
mutaciones se on en las ias relacionadas con HMG, por lo que
p i pueden alectar la idad de unién de la proteina al DNA.

Vincent R. Harley y cols.(44) realizaron estudios scbre 1a actividad de unién a DNA
de SRY recombinante de varones normales y mujeres XY . La secuencia de SRY/Sry sugiere

que puede cadificar para una proteina de unién al DNA, siando esto consistente con un

papel como factor de tr ipcion, La p prod: de SRY/Sry contiene un motivo
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SRY

1958 1966 1986 1987 1989 1990

*regidn pscudoautosémica

Figura 4. Bisqueda del factor determinante de testiculo desde 1959,
“ cuando se demostré que el cromosoma Y era el determinante
masculino en ratones y humanos, hasta la identificacién en
1990 de la regitn determinante de sexo [SRY en humanes,
Sry en ratones](30}.
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que se encuentra en varias protelnas que se sabe o sospecha tienen actividad de unién a
DNA. Al motivo se le denomina caja HMG. Aparentemente SRY no tiene afinidad por DNA
de una sola cadena.

En cerca de 15% de las mujeres XY se han encontrado mutaciones en SRY,
tocalizéndose todas éstas dentro de la regién que codifica para la caja HMG, La mayoria de
estas mutaciones son de novo. Se realizaron estudios con las secuencias de SRY
provenientes de 6 mujeres XY y so observd una disminucién en la capacidad de unién a
DNA. Los resultados coinciden en que la actividad reducida de uni6n al DNA contribuye a la
revarsién saxual, y quo 1a caja HMG se requiere para la unién al DNA, por lo que esta
actividad es necesaria para el desarroflo testicular(44).

Ademadas observaron que SRY se une especificamente a la secuencia de DNA
AACAAAG, pudiendo ser éste el sitio optimo de unién de SRY{44).

Por otra parte el gen SRY de la mayorfa de las mujeres XY estudiadas parecfa
normal. Es posible que éstas tengan mutacion{es) en SRY que no haya(n) podido ser

detectadals) por la técnica empleada, ya sea porque la mutacién no haya sido identificada en

una banda & porque no se haya encontrado en la region izada. Al i oestos

individuos pueden tener mutaciones en otra parte de la ruta determinante de sexo{44).

Tomando en cuanta la infor i ida a partir de di izados tanto en

humanos como aen ratonas, a5 muy probable que SRY sea TDF{44) .

CROMOSOMA X
El primer reporte sobre la existencia del cromosoma X data de 1891, cuando

; g un cri i peculiar® que en la segunda divisién del

espermatocito se retrasaba con respecto a los otros cromosomas durante la anafase.
Debido a lo incierto de su naturaleza, lo ltamé "X". Este fue estudiado por otros
investigadores tanto en insectos como en diversos animales, estableciéndose asi su

naturaleza. Fue McClung quien en 1902 propuso su papel en la determinacién sexual (2).
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La participacién del Xenlad inacion dal y énica en

ambos sexos es fundamental{28).

El proceso de inactivacién del cromosoma X no ha podido ser explicado
completamente, pero se cree que resulta de una inactivacién controlada en ¢is de la mayaria
de los genes a lo largo del cromosoma. Esto implica que Unicaments serdn inactivados los
genes del mismo cromosoma, sin afectar a los otros genes del otro cromosoma X {45).

Hay dos formas de inactivacién del X. 1a primera se realiza en forma no al azar

saand <

p al Xp Esto se lleva a cabo en tejidos no

ambriénicos {46).

El otro tipo de inactivacidn sigue un patrén al azar, y ocurre en las células de masa
interior, las cuales formaran las células somaticas adultas de 1a mujer. Este segundo tipo de
inactivacién inicia en 1a embriogénesis temprana {gastrula)(46}.

Es un hecho que las células germinales siguen un ciclo de inactivacion vy
reactivacién. Para que se lleve a cabo la meiosis es necesario que las células germinales se
reactiven, pues se requiere la presencia de los dos cromosomas X activos para el
intercambio de informacién entre allos(46).

El control de 1a inactivacion del X puede enfocarse bajo 4 aspectos principalasi47).

11 La iniciacién de la inactivacién.

2j La propagecion del p 0 de i ivacion a lo Jargo del cromosoma.
3} El mantenimiento del estado activo ¢ inactivo a lo largo de la vida del animal,

4)lar i6n del estado il ivo del X en el oocito,

Hay evidencias qua sugieren la existencia de un locus espacifico requerido en cis

para que se lleve a cabo la inactivacién. Este es el centro de inactivacion del X {XIC){48).

Pruebas sobre la exi ia del XIC gi a partir de trabajos realizados sobre
transiocaciones entre cromosomas X y omi ya que uni 1te un era
inactivado. En d d del d Wo, un XIC en cada célula recibe una seiial

que bloquea su funcién, mientras que el otro inicia su proceso de inactivacion({49).
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En el humano, el XIC ha sido mapeado en la banda Xq13. Brown y cois.{60) han
identificado, dentro de esta regién, dos marcadores. Uno de ellos es el DXS128; el otro ha

Tead. sl

7 te ir y corrasponde al lamado XIST (transcritos especificos

del X inactivo} que muestra un patrén i transcribiénd, activ en el

cromosoma X inactiva, v siendo inactivo sn e! cromosoma X activo.
Existen algunos moadelos acerca de la funcién principal de XIST en la inactivacion del
cromosoma X . Uno de ellos propone que e producto de XIST podria ser una molécula que

acuia en cis para causar inactivacién. El segundo establece que XIST podria ser el sitio de

XIC, el cual actda conjin con otro prod diferente para causar inactivacién. Un

tercaro cztablece qua XIST actda sobre XIC, de modo que XIC produzca 6 interactie con

1éculals) i ivadorals)., Es ible, sin bargo, que XIST no sea el centro principal

sobre &l cual actie la seflal, sino que una molécula externa regulada por el desarrollo

can XIC, do 1a i jvacion del X y como consecuencia de ésto se expresa
XIST(48).

El p! que la la ir ivaci debe ser capaz de excluir a ciertos genes del
cromosoma, al mismo tiempo que mantenga rigurosamente estable 1a inactivacén de otros.
Hasta la fecha son varios los genes que se ha descubierto escapan al proceso inactivador de
X,: como son MIC2 y Xg {los cuales codifican para proteinas de superficiel, el gen de la
esteroide sulfatasa, ZFX,, A159T y el mas recientementa descubierto RPS4X. Debe

mencionarss aguf mismo a XIST que escapa bién a la inactivacién, no se

P

en &l cromosoma X activo {45,51){Fig. 61

En el DNA de los vertebrados, una fi i6n de las citosi en las ias C-G

estan metiladas debido a ia i ia de una i metilante {metilasa). Una vez

establecido el patrén de metilacidn del DNA, cada sitio de metilacién es heredado a la

pr Un gen | ivo que i DNA ilado, 1 plerde hos de sus

grupos metilo despuds de que el gén se ha ivado{14). Hay evidencia que e! proceso de
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Genes sujetos a Genes que escapan

la inactivacion a la inactivacién
MIC2
g STS XG
Zl
POLA C :l Fx
DMD
O0TC CYBB =
TIMP [ —J A189T
AR
= BRPS4X
PGKI1 3 XIST W XiC
cla [
HPRT [
G6PD[C

Figura 5. Mapa del cromosoma X humano describiendo
sus genes y su estado de inactivacidn (51).

25



metilacién tiene un papel en la inactivacién, pero parace que estd mds invotucrado en

lai ivacion que en la pr ién misma. Se ha observado que los genes en el
X i ivo tienden a estar al ilados en el extremo 5° de la regién promotoral49).
Se ha visto que al tratar células con el agente d il 5 itidi 50 una

desrapresion parcial del X inactivo. Es decir, algunos genes se reactivan al haber una

desmetilacién, mientras que otros permanecen inactivos{47).

11.3.2DIFERENCIACION GONADAL

F v i \te, 13 gbnada esta constituida por dos partes(52):

1) Una linea celular germinal, la cual tisne membranas que impiden e paso indiscriminado de
sustancias del plasma y fluido intersticial. En el ovario, 10 que rodea a las células germinales
es el foliculo, mientras que en el testiculo son los tibulos seminiferos.

2) Células endécrinas que rodean a las células germinales. Las primeras secratan hormonas
esteroides sexuales, hormonas proteicas y otros productos necesarios para el desarrollo de

las células germinales. Hay dos tipos principales de células anddcrinas en la génada. Unas

de ellas se encuentran inmediatamente ady

a las células germinales y son llamadas
células granulosas en el ovario y células de Sertoli en el testiculo. Estas secretan
principalmente estrégenos. Las otras se encusentran mas distantes de las células germinales
y estin separadas de éstas por medio de una membrana; estas céiulas se conocen como
teca o células intersticiales en el ovario y céiulas de Loydiz on el tasticulo. Estas secretan

andr

La diferenciacion gonadal i a distirinuirss alrededor de la 6a. a 7a, semana de

vida intrauterina. La génada indiferenciada se origina a partir de dos tipos de células: las

células i de origen dérmico v 1as céiulas inales primordi {CGP)53).
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La génada indiferenciada consiste de una cresta mesonéfrica primordial con varios

. toafi v
1tes:

' que es pracursor de las células de Sertoli y granulosa,

células estr i i precursoras de la teca y las células ds Leydig, vy

células germinales(52).

Aproximad: en la 4a. de vida intrauterina las CGP migran desde el

mo del | ino hacia su destino final; si bien se d el factor 6 f: que
las guian, es claro que las células somdticas ubicadas en la regi6n de las crestas genitales
emiten y/6 tienen sefiales especificas que las atraen a esta regién urogenital.
Inmediataments inician un proceso de prolifaracién que ocurre simultineamente con la

prolifaracion da las células i mesenqui y del epiteli l6mico que bordea a

esta region, dando lugar a la f i6n del bl 28},

. La génada indiferenciada se pusde diferenciar entonces en testiculo 6 en ovario. La
transformacién de génada a testiculo ocurre entre los 43 a 49 dias, y esta controlada por
TDF. La diferenciacion ovéarica ocurre mas tarde(54).

La diferenciacion sexual normal se ileva a cabo mediante una cascada de eventos en
donde cada paso es dependiente doi anterior, Todo 10 anterior da por resultado la

diferenciacién de las g6nadas, de los genitales internos y externos y por tanto la asignacién

de s sexuales darios{55).

Cuando las células germinativas llevan los XY, ind 1 la difer

de la génada a testiculo. En la sexta semana de gestacién empiezan a formarse los tubdlos
espermatogénicos seguidos de una diferenciacién de las células de Sertoli en la séptima

semana y de las células de Leydig de la Ba. a la 9a. semana. En este momento e} testiculo

ya es ible; las céluas germinales se er 1 dentro de 1a médula, mientras que la
corteza, incluyendo sus células de Leydig, ha sufrido una regresién. Para esta diferenciacién
no se requiere de andrégenos ni de la infiuencia de ninguna otra hormonai52). El testiculo

realiza dos funciones primordiales{55).
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1) Las células de Leydig producen la ona; ésta, de conjunta con el testiculo,
induce el desarrollo de los conductas de Woltf 6 mesonéfricos.

2} Las células de Sertoli sintetizan una proteina, hormona antimilleriana {HAM), que junto
con el testiculo no permite la evolucién de 1os conductos de Miller 6 paramesonéfricos, los
cuales invalucionan.

Cuando las células germinales presentan un t 1o 6mico XX, inducen

fa diferenciacién de la g6nada a ovario. Las oogonias se originan a partir de las células
primordiales. Estas entran a3 mitosis hasta la semana 20-24. Desde la semana 8-9 y hasta

los seis meses d és del imi | ias inician la meiosis (oocitos

primarios) misma que queda suspendida en la primera profase hasta ia maduracién soxual
de! individuo. Desde ef comienzo de la cogénesis se inicia un proceso de degeneracién de los

oocitos. Al mismo tiempo que se inicia 1a meiosis, el ovario primitivo empieza a sintetizar

hormonas estrogéni las cuales d ibuir a su diferenciacién mas tarde(52).
11.3.3 DIFERENCIACION FENOTIPICA

La diferenciacion fenotipica comicriza alrededor de la octava semana de vida
intrauterina, y como consecuencia de las diferencias anatémicas y funcionales de las

gonadas empieza el desarrollo del i ino 6 ino del embrion(53).

La diferenciacién de los ductos genitales y de los genitales externos requiere de
sedales hormonales especificas de la génada para producir el fenotipo masculino. Sin tales

=t itara al fi s e £, ino(53).

Durante la stapa sexua) indiferenciada {3 a 7 semanas)] se desarrollan dos ductos
genitales en cada lado. En el hombre, en las semanas 9 y 10 el crecimiento y diferenciacion

de los conductos de Wolff, es inducido por la ona, originand asl el di

deferente, el epididimo, 1a vesicula seminal y el conducto syaculador, finalizando esto en la
semana 12(52). Los conductos de Miiller sufren una regresion en las semanas 7 a 8, casi al

mismo tiempo en que las células de Sertoli del testiculo aparecen. Estas células producen

28



una glicoproteina, la hormona antimiifariana, la cual causa atrofia de los ductos milierianos.

Esta hormona también inicia e! descenso de los testiculos hacia el drea inguinal (52).

Al mismo tiempo que se inicia el d fio de los cond de Wolff, los genitales
externos inician su diferenciacién. Estos se derivan de! tubérculo genital, prominencias
genitales, pliegues genitales y seno urogenital. La testosterona debe ser secretada a la

iy 1 fetal y sub comnvertida a dihidrotestosterona dentro de estos

tejidos para que ocurra esta difer jacién. Con la imulacion androgéni

ef tubérculo
genital crece y se transforma en el pene; las prominencias genitales se pliegan y fusionan
constituyendo ef escroto, los plicgues urstrales se agrandan vy forman fa uretra peneana y ei
cuerpo esponjoso, y el seno urogenital da origen a 1a gldndula prostatica (53,551Flg. 6).

En la mujer, fos conductos de Miller se desarrollan debido a fa ausencia de HAM,
Posteriormente, las granulosas producen HAM, sin embargo, ésta ya no causa regresion de
los conductos. Por 1o tanto, éstos crecen y se diferancfan en las trompas de Falopio en su
parte superior, mientras que en ia parte inferior forman el Otero, cérvix y parte superior de 1a
vaginai{52). Los conductos de Wolff sufren una regresién, debido a que no hay estimuio de
ta testosterona{53}. Todo este proceso no requiere de hormonas ovdricas. Los genitales
externos comienzan a diferenciarse en las semanas 9 y 10; dstos se desarrollan sin una
influencia hormonal significativa. Los primordios de los genitales externos daran origen a
otras estructuras: el tubérculo gonitol 8! clitoris, los pliegues genitales a los labios menores,
tas prominencias genitales a los labios mayores, y el seno urogenital a 1a porcién inferior de
a vagina(S2itFig. 71.

Se puede concluir que la tendencia natural ‘ge! ombridbn, desde el punto de vista de

diferenciacion saxusgl, es hacia la izacion ya que el p o de masculinizacién requiere

de un si inductor complejo con mult i de regulacién({53),
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Defectos que ocurren a lo largo de 13 diferenciacién sexual durante la vida

embrionaria ocasionan alteraci que cofr d

a un conjunto da enfermedades

especificas. Estas pueden presentarse a nivel cromosémico, como s el caso de los
Sindromes de Turner vy disgenasia gonadal mixta, o bien a nivel gonadal, en donde el sexo

cromosémico y gonadal del individuo no corr nden, como el caso del hermafroditismo

verdadero, de varones XX y de mujeres XY {28).

i..3.4 SINDROME DE TURNER

En 1938 Henry Turner (56} describi6, por primera vez, un sindrome de infantilismo
sexual, cueilo alado congénito y cubitus valigus en siete pacientes femeninos cuyas edades
fiuctuaban entre 15 y 23 afios.

Cabe mencionar que \‘{a en 1930, Ulrich habfa descrito a pacisntes con
caracterlaticas similares. Sin embargo, no [as relacioné con la ausencia de caractares
gexuales, ya que el grupo comprendia sélo a prepuberes{55}.

En 1940, Albright vy cols, y Varney y cols. encontraron niveles elevados en la

excrecién de gonadotrofina en orina y muy bajos niveles de estrégeno en pacientes

dot y adul f dos(65). Cuatro afos mas tarde, Wilkins y Fleischmanni{57)
describieron las génadas de estas pacientes por primera vez. Observaron que en lugar de
ovarios habla cintillas bilaterales de tejido conectivo y ausencia de células germinales.
Polani y Wilkins en 19854 encontraron que las pacientes con sindrome de Turner eran
cromatina X negativa, es decir, el corpuasculo de Barr estaba ausante(55).

Las bases cromosémicas del sindrome fueron establecidas en 1958 por Ford y

cols.(58) d diaron a una paci de 14 afios. Estudios citogenéticos realizados
enellad -aron una constitucién cr 6 45X,
En 1976 quedd bleci que los i do Turner eran causados por la

presencia de una sola copia del brazo corto del cromosoma X (59).
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Se han ich lizand di

sobre el sindrome de Tumer enfocéndose

principal a su etiologla y a ibles tratarni que permitan al paciente el

desarrolio de es d

108,

FRECUENCIA

Este sindrome se presenta aproximadamente en 1 de 2500 recién nacidas vivas,
considerando ef fanotipe y todos los cariotipos posibles{28,55). En general no as
hereditario, por lo que en mujeres que ya han tenido una hija con el sindrame, el riasgo de
tener otra hija afectada, un aborto ¢ nacida muerta can ésta ¢ con otras anormalidades

< i no se ve i

CONSTITUCION CROMOSOMICA

Exista variabilidad en la constitucidn cromostmica de fas pacientes. Para cada una

de fas cuales se reportan frecuencias diferentes: {55}

GENOTIPQ - EBECUENCIA%
45, X 55
45, X/46, XX 10

48, X/46, XX/47, XXX
48, X/47, XXX

Yy otros.

45, X/46, XilXg) 20
46, X deliXp) 5
46, Xr(X) 5
48, Xit¥q) o s
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Los mecanismos por los cuales pueden producirse los genotipos anteriores pueden

ser {28):
1} La pérdida de un cromosoma sexual, puede ocurrir durante la meiosis | o Il bien sea en el
6vulo o en el espermatozoide. Por un lado, un &vulo portador Gnicamente de autosomas
puede ser facundado por un espermatozoide portador de un X, 0 bien un 6vulo normal
puede ser fecundado por un espermatozoide carente de cromosoma sexual; en ambos casos
e} resultado es un cigoto 45,X. En alrededor de 72% de los pacientes, el cromosoma X
presente es de origen materno. Varios estudios apoyan lo anteriar al reportar una relacion
poco mayor a 2:1 entre el Xmaterno y el Xpaterno {(59,60,61}.

2) En caso de mosaicismo, éstu es debide a erroras en mitosis postcigdticas, como
una no disyuncién mitstica o'la pérdida de un cromosoma sexual por retraso en la anafase
durante 1a primera divisién mitotical61).

3) En caso de alteracidn estructural del cromosoma X, La proporcién en cuanto al

origen paterno o materno de estas altaraciones es similar(59}.

MANIFESTACIONES CLINICAS

El sindrome de Turner comprende pacientes fenotipicamente femeninas, que tienen
en comin talia baja, infantilismo sexual, asi como una gran variedad de anomalias somaticas
asociadas{61}.

En general los pacientes con sindrome das Turner prasentan talla baja. En México, el
promedio de estatura final es de 137.6+5.8 cm. segin estudio de Armendares y

Salamancal55). En otro dio realizado en el H ital Genaral de México SSa, se reportd

una estatura final de 1.32mi62). Esta talla final se ve afectada también por factores
ambientales, ademas de 10s genéticos.

Los genitales externos son de tipo infantil, observandose vello pibico muy escaso,
abios mayaores hipopigmentados, labios menores casi imperceptibles y ligera hipertrofia del

clitoris{56). El desarcollo de caracteres secundarios estd ausente o muy disminuido. En
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general, las pacientes presentan amenorrea primaria, si bien se han reportado algunos casos
de pacientes que tienen menstruaciones espontaneas. Las glandulas mamarias estdn poco o
nada desarrolladas, el vello axilar estd ausente y no presentan ensanchamiento de
caderasi61).

Internamente los ductos genitales son de cardcter femenino pero inmaduros. Se
encuentran largas fibras defectuosas de tejido conectivo, paralelas a ias trompas de Falopio,
que consisten en estroma fibroso similares a las encontradas en el estroma ovérico, aunque
carecen de foliculos primordiales. La matriz, la parte superior de ia vagina y las trompas de

falopio se encuentran poco desarrolladas{61).

ALTERACIONES SOMATICAS ASOCIADAS

Las caracteristicas craneofaciales en el sindrome de Turner son una cara triangular,

ptosis, epi > bilateral, 1to de las comisuras labiales, micrognatia e implantacién

baja de los pabellones auriculares{61).

Et cuello parece ser ancho y corto, con pterigum e implantacién baja de cabello. El
cuello alado es propio de edades mayores del lactanie, ya que en el recién nacido se
encuentra piel redundante{60).

Ordinariamente el pecho es ancho, en forma de escudo o tonel. La presencia de
cubitus valgus es un signo caracteristico, asl como los nevos pigmentados{55).

Se han visto algunos desérdenes asociados con el tracto genitourinario,

anar i i enfermedades autoinimunes y cardiovasculares, destacando, por

su elevada fracuencia, la coartacién de la aorta{60).

El retraso mental en Jas pacientes con el sindrome de Turner generalmente se

presenta cuando hay una anormalidad cromosémica adici l. Se han realizad di

sabre la conducta social de pacientas con sindrome de Turner, cuyos resuitados indican que
hay una diferencia minima o no la hay en desviaciones sicopatolégicas y en conflictos

sociales(63).
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CANCER

Individuos con sindrome de Turner tienen un alto riesgo, mayor que la poblacién en
general, de generar tumores en el sistema reproductivo [gonadobastomal. Esto se asocia a
mosaicos en que estd presente el cromosoma Y. El riesgo parece incrementarse
sustancialments cuando se elevan las gonadotropinas{60).

El riesgo de jobl, en individ 45X/46XY puede aumentar un 25%

alradedor de los 30 afos. A estos pacientes se les deben remover sus gonadas atrofiadas
antes de iniciar la escuela, para evitar tanto una masculinizacién como una degeneracién
maligna tumoral. Ambas estrias deben ser removidas, pues s ailo el riesgo do tumores

bilaterales(60).

DIAGNOSTICO
En un recién nacido se sospecha del sindrome de Turner al observarse talla béja,

finfedema de pies y manos, y piel excesiva en cuello. En nifias el diagndstico clinico se

realiza al presentar corta estatura, junto con de los ig iad ya
mencionados. Amenorrea primaria primaria en edad adol hace har sobre el
sindrome(60).

El diagnéstico confirmativo es el anélisis de los cr que g 1 se

realiza a partir de cultivos de linfocitos de sangra periférica(61).

Es importante identificar mosaicos 45X/46XY dada la importancia que reviste Ia

presencia del Y. Es nacesario combinar las i citogenéti con té moleculares
con el fin de obtener resultados 6ptimos, ya que se ha visto que las primeras pueden ser
insuficientes. Tal es 8l caso da los pacicntes 45,X que presentan una segunda linea celular

con un cromesoma marcador {46,X + mar) cuya r cr émica es indi

determinar. En it con las técni i i no se logra detectar
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! del Y por se en muy pequeflas cantidades(64). Una

i6n de técni if éati v $ es utilizando hibridizacion in situ para

marcadores especificos del Y, es de gran utilidad para su identificacién,

CONSTITUCION CROMOSOMICA 45, X

Mari i, G

1 en embri y fotos muertos se ha determinado que el

genotipo 45,X tiens una aita letalidad intrauterina. tUn 99% de los embarazos con producto

45,X se abortan espontdneamente{59,60,65).

La proporcion de muerte fetal y de embriones entra un g ipo 45,X y un

45,X/46,XX es de 13.5 a 1. Una posible explicacién cz que los mosaicos tienen una

presié fpica del g ipo mds feve por lo cual se encuentran menos asociados a

muertes fetales y embriénicas. En contraste a lo anterior, en nacidos vivos e individuos
mayores con genotipo de sindrome de Turner 1a proporcion es de 3.6 [45,X] a 1 145, X/46,
XXNUE5).

Con el fin de i e! elavado por je de i 45, X,

Hook vy

Warburton, {66} sugirieron {a posibilidad de que todos los fetos 45, X que fogran sobrevivir al

sonr icos cripticos para una {inea celular normal en algin drgano o
tejido en el cual es necesario que haya la doble dosis del cromosoma X lounX y un Y] para

lograr la sobrevivencia fetal.

Varios ir igadores han apoyado eswa hipdissis. En 1880, Held y cols.(66)

realizaron L] i ati v tecul

, los cuales aportaron informacién para
corroborar la hip6tesis de un efecto fetoprotector debido a !a presencia de un locus o loci de
un segundo cromosoma sexual {X o Y} . En los resuitados que obtuvieron trabajando con un

grupo de 87 pacientes con sindrome ga Turner se vio disminuido ef

de cariotipo 45,X a wmismo tiempo que el porcentaje de mosaicos aumentd

a otros dios con los cuales se compararon resultados. Et

incremento se atribuyd a la deteccién de una segunda ¥nea celular que contenfa pequeiios
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d en il que se ideraban 45,X. Esto los llevé a

determinar que la d i6n de ici cr émico d: fe de varios factores como

son el nimero de células examinadas, nimero y tipo de tejido examinado ({Held y cols.
trabajaron con piel, cuitivo de fibroblasto gonadal y/o sangre periférica) y técnicas de cultivo
empleadas, entre otras.

En este estudio, sin embargo, 20-25% de los pacientes permanecia con un genotipo
45, X. Held v cols. considararon que la razén por la cual estos individuos escapan al aborto
puede explicarse en base a algin mosaicismo embriénico presente en un 6rgano en el cual
es nacesario para la sobrevivencia, a pesar de que no se exprese en el tejido estudiado, o
bien puede deberse a un embrién mosaico y una subsecuente pérdida de la segunda linea
celular por una seleccion in vivo durante el dosarrollo embrionario. Concluyeron, en base a

estudips in vivo e in vitro, que la pérdida de la segunda linea celular era debida a una

1 porlai ilidad de los cr dores{66).

Thaddeus y cals. en un articulo reci {67), poy la hipétesis de Hobk.
Describen el caso de una mujer embarazada a la que a las nueve semanas de gestacién se le
practicé un diagnéstico prenatal por cultivo de vellosidades coribnicas. El cariotipe obtenido
fue de 45,X(65%)/46,X,riX)(35%). La pareja decidi6 terminar con el embarazo a las 14
semanas. Cultivaron células del pericardio y musculo del feto para estudios citogenéticos,
obteniendo un cariotipo de 45, X en 95% de las células y de 46,Xr{X) an e! restante 5%.

Realizaron estudios de PCR gracias a los cuales determinaron que e! cromosoma X anular

era de origen Por los Itad idos, luyeron que existe una pérdida

gradual del cromosoma anular durante las divisiones celulares. Consideraron que de no haber
sido interrumpido el embarazo, éste hublera llegado a término resuitando una nifia con

" . it

w i del sindrome de Turner cuyo cariotipo se esperaria fuera

45, X.
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Postularon que abortos durar of di il Y nifas idas vivas con

cariotipo 45,X repi ] iones donde el do cromosoma sexual, X o Y, era
estructuralmente anormal. La presencia de material cromosomico X o Y permite la
sobrevivencia del feto, con un fenotipo cuya severidad se ve reflejada en la cantidad de
material cromosdmico presents y el momento durante el cual se perdié. Sugieren que la
pérdida no es debida a un proceso de seleccién sino a su inestabilidad en la divisién celular,

caracter(stica comin de los cromosomas en anillol67).

TRATAMIENTO

El j para las paci con este sindrome est3 dirigido hacia un intento
de la corregir las i 8 inducir los caracteres sexuales
ios y 1a m i6n{61).

FERTILIDAD

Se ha rsportado fertilidad en pacientes con sindrome de Turner, si bien son casos
raros. Ocurre principalmente en mujeres que pasan por la pubertad de manera espontanea,
siendo factible que éstas experimenten una menopausia temprana y que tengan un mayor
nomero de embarazos anormales, los cuales incluyen abortos asf como nifios con

anor icas {apr d

an una tercera parte). Se ha reportado que

mujeres Turner tienen hijas Turner que ién pr T i ¥ lo mismo ocurre

con madres que tienen deleciones del cromosoma X {60).

ETIOLOGIA

E! fenotipo Turner es ia de 1a pr ia de un sélo cromosema X activo,
ya que se requieren los dos cr X activos d las primeras semanas de vida
l{ ina. Estos idn son indi les para que la oogonia entre en meiosis y
pueda llevarse a cabo el desarrollo normal del ovario. Se ha sugerido que una
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presente en las células germinales y en los oocitos de embriones femeninos humanos

de un

X, puede Wevar a la degeneracién de los oocitos y

a una di ia ovarica {68).
El sindrome de Turner se asocia generalmente con la pérdida de un cromosoma
sexual y se crae que es el resultado de una dosis Unica de un gen o genes presentes tanto
en el cromosoma X como en el Y (691. Se piensa que mas de un gen puede estar implicado
en la aparicion de los estigmas de Turner, entre éstos sa han sugerido el gen X/IST vy el gen
RPS4X (51},

En 1990 Fisher y cols.{69] aislaron dos genas., uno en el cromosoma X {RPS4X]y
el otro en el Y {RPS4Y), los cuales codifican para isoformas de una protefna ribosomal S4.

Esta es una de las aproximadamente 33 proteinas das en la subunidad fia del

ribosoma. El gen RPS4Y se localiza en la porcién distal del brazo corto del cromosoma Y;
mientras que AP54X, que escapa a la inactivacién, se localiza en 1a banda Xq13.1 del brazo

fargo del X cercano a XIC . Cada uno codifica para una proteina de 263 residuos de

Estas p tienen una homologla de 93% difiriendo tinicamente en 19

resid Son al e

ya que se han encontrado en una amplia variedad de
fineas celulares y tejidos tanto en hombres como en mujeres. Los transcritos de RPS4X
estdn presentes en todos los tejidos masculinos y femeninos. Es posiblé que las isoformas

codificadas por X y Y, aunque pusdcn ser arand inte iabl sean

funcionaimente diferentes de alguna manera. ta informacion sobre RPS4X apova la
ohservacion de que los genes que escapan a la inactivacién puedan tener un homélogo en el
cromosoma Y(69).

Estudios realizados en dos tipos de mujeres XY han apoyado 1a hipotesis de
Farguson-Smith(70). E) primero corresponde a mujeres XY con disgenesia gonadal que no
presentan ningGn estigma de Turner, las cuales poseen un cromosoma Y casi intacto. E)

segundo corresponde a mujeras XY que pr disg [+] dal asi como algunas

anormalidades sométicas caracteristicas del sindrome de Turner. Estas Ultimas presentan
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deleciones en el brazo corto del Y. C 1 fenotlpicas vy genotlpicas

entre ambos tipos sugieren que las deleciones Yp en las mujeres Turner XY incluyen uno o

mds genes cuya presencia previ las fsticas dales del sindrome. El

fenotipo Turner, 0 al menos sus extragonadal san babl el

resultado de !a presencia de una en vez de dos copias de un gen o genes comunes a los
cromosomas X y Y. Fisher y cols. sugieren que la haploinsuficiencia da APS4Y y RPS4X
da por resuitado algunos o todos los estigmas de Turner. Para explicar aquellos casos de
pacientes Turner con deleciones de Xp o isocromnsomas da Xq, Therman y Susman {1980}

han propuesto que los genes de Turner alai ivacién en cr X

pero estan propensos a la inactivacidén en cromosomas con anormalidades estructuralas(71).

. Fisher y cols.(69} cuestionan el hecho de que niveles reducidos de protelnas

ribosomalas puedan producir al de las anor id: 6mi del sindrome de

Turner. Mancionan un precedente encontrado en Drosophila, donde han resultado diferentes

fenotipos debido a deficiencias en protelnas rib fes individual M heter
para mu i Minute d llo larval retardado, viabilidad disminuida, talla
ducida, fertitidad disminuida y otras ar idad Ati especificas. Al igual que en

el fenotipo de Turner, estos fenotipos Minute han sido caracterizados como
haploinsuficiencias. Algunos, sino es que los 50 loci Minute en Droscphila codifican para
protefnas ribosomales. En base a lo anterior, Fisher y cois. posiulan Gus ¢! fenotipo de
Turner puede ser resultado, al menos en parte, de niveles reducidos de la proteina ribosomal

RPS4. Niveles disminuidos de RPS4 podrian retardar el grado de ensambfaje ribosomal, lo

cual reducirfa la sintesis proteica. Los niveles de sintesis de p fna varfan

entre los tipos da células, tefidos ¢ etapas de desarrollo en el humano(69).
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11.3.5 DISGENESIA GONADAL MIXTA

Es un [{ i do a lidad en la difer i6n sexual y que se

car iza por la pr ia de tejido icub: 1, disgenético o tumor icular} en un
tado y una génada estriada (no génada) del otro lado (72).

Aunque un namero de pacientes intersexuales con desarrollo gonadal asimétrico ya
hablan sido descritos antes de 1963, la disgenesia gonadal mixta fua la primera en ser
definida claramente por Sohval an ese mismo aflo. Sohval(73) hace mencién de un nuevo

grupo de con fes con suficientes rasgos i Y i an

comiin para considerarlos como una variedad intersexual distinta. Describe a 5 pacientres

cuyo ipo era lino o fi ing, itales con de ambos sexos, con una
génada estriada de un lado y un testfculo del otro y cromatina negativos. Propone el

nombre de disgenesia gonadal mixta o atfpica.

CONSTITUCION CROMOSOMICA
La mayorfa de los pacientes prasentan un cariotipo 45,X/46,XY (74,75,76} seguido

de los cariotipos 46,XY y otros mosaicos mas complejos. Todos los pacientes son cromatina

negati No se ha ado ninguna correiacién entre cariotipo y fenotipo{74), ya que se
ha visto que la expresién fenotlpica del cariotipo 45,X/46,XY puede variar desde una mujer

con infantilismo sexual tipo Turner hasta un hombre con estatura baja con caracteristicas

linas y endocri

normal{77).

CARACTERISTICAS CLINICAS
Presentan genitales externos ambiguos en una amplia variedad, que van desde una
hipertrofia de clitoris hasta una ligera hipospadia. Es sumamente raro que los genitales sean

pur [

Fuera de estas caracteristicas, su apariencia fisica es

normal. Los caracteres sexuales secundarios se manifiestan en fa edad normal, mostrando
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generalmente tendencia hacia la masculinidad. Puede haber un ligero desarroffo mamario,

principalmente en aquellos

paci que p un  tumor, y aparece la
menstruacion{61).

Los rasgos clinicos caen dentro de tres Tenolipos{77). fos dos primeros
corresponden a mujeres Turner, unas con caracteristicas masculinas y otras no. En estos
dos casos pueden presentarse algunos de los estigmas tipicos del sindrome de Turner,

como pueden ser cona estatura, térax en escudo, pterigi colli, i ién baja de

cabeilo, nevos pigmentados, cuelio alado, entre otros, asi como algunas anomalias

cardio if Y lgs(74). Dentro de! grupo que no presenta masculinizacién, las
pacientes presentan invari e corta e infantilismo sexual, mientras que
den o no pr otros i de Turner. En el otro grupo, las pacientes presentan
consi ite un feul i al y estrias ales intraab inal lLa
clitorimegalia prepuberal 1l se ve da durante la pubertad y estd
da por hirsuti El altimo fenotipo comprende individuos con ambiguadad

genital franca vy el testiculo unilateral descendido en el escroto{77).
La deficiencia funcionai debida a! desarrollo gonadal anorma), se exprasa como una
produccitn y/o accidn incompletas de {a HAM y de la testosterona. Debido a ésto hay una

ir persistente en e} desarrollo mafleriano y una diferenciacién incompleta

de (os derivados Wolfianos, asf como una virilizacién parcial de los genitales externos,

una 4 e internos{74}.

Aunque el testiculo unilateral es intraabdominal, a veces pusde estar situado en el
canal inguinal o incluso en el escroto, mostrando un grado de diferenciacién variable, que
puede ser desde rudimentario hasta casi normal. En la mayorfa de los pacientes se han

encontrado trompas de Falopio bilaterales, ¢ oesar de Ia p ia del culo. En al

Casos se er vasos def yio

En todos fos casos se encuentia un

atero rudimentario(74).
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En el otro lado se encuentra una gonada rudimentaria tipo cintilla, parecida a la del
sindrome de Turner, o bien puede no encontrarse ningun tipo de génada. En ambos casos la

Anad Auizd

g i muestra principal 1te tejido ivo o o en espiral, dando la

apariancia de un estroma ovdrico; ademds de ésta, en la disgenesia gonadal mixta se
observan frocuentemente estructuras tubulares asfi como acumulos de células

granulosas{74}.

TUMORES
Es muy frecuente la aparicion de tumores iy camo el g dobl; v
disgerminoma({74). Los pacientes que p 1 g dobl, muestran caracteristicas

muy particulares: presentan una frecuente virilizacién en la pubertad, poseen una génada

estriada unilateral, una menor incidencia v grado de genitales ambiguos al nacimiento,

generalmente no presentan los estigmas de Turner, wdo fr 1te una altura

normal{78). El cariotipo mas cominmente encontrado as el 45, X/46, XY{74).

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

La disgenaesia gonadal mixta puade d se al > del imiento debido a la

ambiguedad de genitales externos. Sin embargo la mavyoria de los casos son detectados en
edad adulta{74). Debe pensarse seriamente en una DGM cuando se encuentran genitales
externos ambiguos con cromatina negativa y se palpe una sola g6nada en el escroto o
regién inguinal (o no se palpe ninguna). En estos casos es necesario hacer un cariotipo y una
exploracitn quirtirgica con biopsia gonadal{79).

Una vez que el diagnédstico ha sido confirmado, deben extirparse tanto el testiculo

como fa estria gonadal debido al peligro de malignizacion, ademas de una terapia hormonal

sustitutiva. Si los genitales externos tiend a la inizaci sa r

reconstruirlos y educar al paciente como nifio. Si las i son mas f inos, éstos

44



deben corragirse quirurgi te v se ed dalp como nifa, suministrdndole en la
pubertad un tratamiento con hormonas sexuales femeninas. Es preferible asignar un sexo
femenino en vista de que muchos presentan talia baja{61).

E! origen de este sindrome es atribuible, en la mayorla de los casos, a un
mosaicismo, el cual surge prabablemente por 13 pérdida del cromosoma Y durante una de las
primeras mitosis después de la fertilizacién, En el caso de los pacientes con un cariotipo
46,XY se sugiere que su etiologla es debida a una mutacién que resulta en falta de

desarrollo gonadal (80).

HERMAFRODITISMO VERDADERO
El sindrome de hermafroditismo verdadero es una condicién clinica en 1a cual ambos
tejidos, testicular y ovérico, se encuentran en un mismo individuo.(81)

De acuerdo con el tipo y distribucién de las gonadas, estos pacientes pueden

clasificarse an los siguientes grupos: {82}

IiPQ DISTRIBUCION PORCENTAJE
Lateral ovario-tasticulo 30%
Unil | o 30%
ovotestes-testiculo 1%
Bilateral ovotestes-ovotestes 20%
Otros ovotestes-desconocido 4%
otras 5%

CONSTITUCION CROMOSOMICA

€1 cariotipo més fr encontrado en los hermafroditas verdaderos
corresponde a 46,XX (59.5%), seguido por 46,XX/46,XY (12.8%) y por 46,XY (12.3%),
Otros mosaicas han sido reportados entre ellas 46, XY/47, XXY, 45, X/46, XY (15.3%).
(61,82)
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Entre los hermafroditas verdaderos con cariotipo 46,XX, el patréon de distribicion
gonadal mas comun es un ovario de un lado y un ovotestes del otro {37%) seguida por
ovotestes-ovotestes (28.4%) y por un ovario de un lado y un testiculo del otro en 19.8%
de los casos.(82)

En los hermafroditas verdaderos con un ovario de un lado y un ovotestes del otro, 1a
probabilidad de no detectar cromosoma Y vy de que &l pacients tenga un complemento
cromosémico 46, XX es de 72.8%. (82)

La presencia del cromosoma Y se asocia comunmente 3 un fenotipo masculino,

aunque la ia del ma Y no i se asocia a uno femeanino.(B2)

RASGOS CLINICOS

Los genitales externos g ! son bi en raras i

o "

P P 55 0 t

normales. En la pubertad aparecen los caracteres
sexuales secundarios y pronto se diferencian hacia uno u otro sexo; ademis pueden
prasentar desarrollo mamario {ginecomastia, 80%) y sangrados menstruales {50%).(B3}

La mayorfa de los sujetos presentan hipospadias, asi como criptorquidia. Se han
reportado hernias inguinales en poco menos de la mitad de los hermafroditas verdaderos.
(61,84) )

En 10% de los casos el atero es normal. En la mitad de los pacientes estd
presente la préstata.(82)

La mayoria de los hermafroditas verdad son i en lIa produccién de

dihidrotestosterona fetal o bien son insensibles é ésta. De esta forma, el tejido testicular

parece ser capaz da establilizar tos ductos Wolffianos, pero i de dif: i

los genitales externes masculinos.(82)

Respecto a la apariencia de los genitales externos, se ha reportado que 63%

presentan pliegues labioescrotales, 17% escroto normal, 13% un hemiescroto y gnicamente
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7% labios mayores normales. Con esta fi es id que sufi

dihid| na dahié estar p para virilizar parcialmente los genitales externos de

los hermafroditas verdaderos.(82}

GONADAS

El ovotestes {cuando en una génada se encuentran presentes tejido testicular y

o } es la goénada mds

en los hermafroditas verdaderos

{44.3%). Se localiza preferentementa en la parcién ovérica. El porcentaje entre el tejido

ovdrico y testicular influye en el d del ov y evantual en el sitio en el
que se encontrard an al pacients. Mientras haya mayor cantidad de tejido ovdrico, mayor
probabilidad habra de que se encuentre en |2 posicién del ovario. De igual forma, mientras
més tgjido testicular esté presente habr4 mayor posiblidad de encontrarla en el drea
labioescrotal. Cuando la cantidad de ambos tejidos es semejante, no hay un patrén para su
localizacién. (82)

El hecho de que @ tejido ovarico sea firme al palparlo y el testicular sea suava, es
una caracterlstica clinica valiosa ya que ésto es muy Gtil al palpar la génada de un recién

nacido con Ds esta forma un ovotestes puede ser

di icado cllni {82)

La histologia de 1a porci6n ovéarica es generalmente normal. La anormalidad méas
comunmente oncontrede en infantes es una reduccién en el nimero de follculos

primordiales. Es interesants destacar que 50% ds los evil ia de

ovulacién. En el caso del tejido icular, éste es histolégl anormal en la mayorfa

de los caso; s6lo en rarlsimas ocasiones se han observado espermatogonias vy
esparmatozoides. Alrededor de un tercio de los pacientes mueastran signos de hiperplasia de

las células de Leydig. Otra caracteristica clinica observada con ia es [a abund

de células de Sertoli en el lumen de los tibulos seminiferos.(82)
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Adyacente al ovotestes generalmente hay un sélo ducto, cuya apariencia puede ser
engafiosa. En 65% muestra apariencia de trompa de falopio, mientras que 35% muestra
apariencia de vaso deferents. La evidencia muestra que a mayor tgjido testicular es mas
probable que el ducto sea un vaso deferente. No se han encontrado ambos tipos de ductos
juntos.{82)

El ovario es la segunda génada mads comun en hermafroditas verdaderos {33.4%)
Cominmente se sitia en 1a posicibn normal del ovario. Cuando una génada con

caracteristicas macroscdpicas de un ovario se encuentre en el canal inguinal o en el pliegue

a p idad de que esta g6nada sea un ovotestes debe ser seriamente

considerada.(82).

La mayorla de los ovarios encontrados en los hermafroditas verdaderos muestran
signos de ovulacion {como presencia de corpus luteum }.(61)

La produccién normal de estrogenos es evidente ya que hay un buen desarrolio de
los senos en airededor de 70% de los casos reportados.(82)

El testiculo corresponde a 22.3% de las génadas totales. En la mayorfa de los casos
se localizan en el escroto(63%), mientras que el resto en posicion ovarica {22%), en region
inguinal {14%) y en el anillo inguinal interno en 1%.(82)

Histolégicamente el testiculo presenta un patrén similar al “encontrado en el
ovotestes. Su apariencia usual es la de un testiculo inmaduro con el lumen de los tabulos
fizncs con células de Sertoli. Se ha reportado hiperplasia de las células de Leydig en 19%
de los casos y espermatogénesis en 12%. Junto a un testlculo invariablemente se

encuentra un vaso deferente y un epididimo.{82) '

DIAGNOSTICO
Deben realizarse una serie de estudios diagndsticos, como es un exdmen fisico

con inacién rectal. Es ial, ad hacer el cariotipo.{85}
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El diagnéstico confirmativo requiere que se realice una biopsia para identificar la
presencia de tejido testicular y ovérico .(B3,84}

Hay varias caracterfsticas claves que pueden ser identificadas en el momento del
nacimiento durante el examen de rutina. Entre éstas estdn los hipospadias con
cripotogonadismo, escroto bffido y una masa inguinal en caso de una supuesta mujer. Un
diagnéstico temprano es muy importanta, ya que se ha visto qus después de los tres meses
de edad es tarde para hacer un cambio de sexo sin provocar algan trastorno sicolégico. (83)

Desafortunadamente en muchos casos el harmatrodita verdadsro no se detecta sino

hasta que se observa un desarrollo sexual contradictorio durante la pubertad lo que alerta al

adi

En este en las mujeres sa pucde dstectar voz grave, clitorimegalia,

acné, h i debido a imulacién androgénica y un patrén de vello de tipo masculino;
miantras qua en el hombra se puede observar una hematuria periédica {quizds debido a que
estd funcionando el tejido uterino el cual se vacfa en el tracto urinario), ginecomastia,

hidrocele o masa escrotal, asl como un patrén femenino de vello.(83)

€} sexo debe ser asignado primeramante en base a consi de funcionalid
y en segundo término a de fertilidad. Tales consideraciones incluyen la habilidad
para una uccién i inaria funcional. Consi iones menos importantes

incluyen los hallazges cromosOmicos y (a posible fertilidad.{85)

Se ha visto que criar al infante como mujer ha dado los mejores resultados. Sin
embargo, puede asignarsele el sexo mascuiino si se prassnian ciertos critarios tales como:
diagnéstico tardfo del padiema que lo ha llevado a idantificarse socialmente como varén; un
infante con un falo bien desarrollado sin importar 1a edad (75% son criados como varones);

y una fuerte presidn de los padres para que el infante sea criado como nifio.{85)

FERTILIDAD

En muy raras ocasiones se ha observado espermatogénssis, mientras que la

ovulacién es comun. Se han reportado pocos casos de hermafroditas verdaderas
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embarazadas. Tal ¢s el caso de tres paciantes que se embarazaron, las cuales tuvieran un

parto prematuro que aera da esperarse debido al desarrollo anormal del Utero.

Los nifios
con genital {es.{84,86)
TRATAMIENTO
Dependiendo de !a edad en la que se haya i el diagr s@ sugarira un
tratamisnto diferente. Los p di qQuirirgi y 1a ad acién de h s0n

muy variables. Una vez que se ha asipnado &l sexo, se deben remover tados los tejidos

gonadales contradictorios para erradicar entagonismo hormonat.{83)

En la mujar se ianda que sus axternos sean reconstruidos después
de! tercer aflo de vida, mientras qus oln el hambre 13 edad rec dada es el cuarto afto.
{85}

Ser ignda remover &l por porque: 1) con la escicion parciat
N0 58 asegura Gue S8 vaya a ramaover por el tejido if io, 2} d és de la
ganadectomia es facil fograr la terapia hormonal de 3) en {a adal ia puede

haber un desarrollo anormal sino se elimind por completo et tejido contrario y 4} 1a fertilidad

no dabs ser i i para su r idn, ya que i3 capacidad de reproduccion no se ha
o ado en pac con {83}
El tratamiento qua se Je pucde dar al varén incluy D idn de hi
i6n da [t internos  f i prétesis iyl {que se

recomienda s6lo hasta la pubertad 3 menos que haya algin problema sicolégico} vy

de andrég -{83)

En Ja mujer se incluyen la amputacion del falo, una revisién y construccidn de la

vagina, asi como ia i ién de & ! {B83)

En general, en tos pacientes que presentan hernia ésta debe ser reparada al momento

de ta expl i dal y abdominal. Llos p di

itas quirdrgicos a elegic varlan
dependiendo de cada caso particular.{83)
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CANCER

Es infr entre h i ver En una
ravisién hecha por van Nieker {1976), entre 300 pacientes s6lo encontré uno que presentd
gonadobiastoma y cinco con disgerminoma. Se han reportado 30 casos de paciantas. con
neoplasias gonadales. El riesgo de desarrollar neoplasias en células germinales se ha

o

alap ia del cri Y {81).

ETIOLOGIA
Existen tres hipdtesis para explicar e! origen del hermafroditismo vardadero.
El mosaicismo explica el origen en los casos en los que se ha detectado la presencia

del cromosoma Y en alguna otra linea celular. Esto justifica el hecho de encontrar tanto

células ¢r ina positiva como negativa en un mismo individuo. El caso méds coman de
mosaicismo XX/XY ha sido explicado como resultado de una doble fertilizacién ya sea de ‘un

6vulo binucleado, de un 6vulo y su cuerpo polar o bien por la fusién de dos 6vulos

fertilizados normalmente (quimera). Asl, dos ides diferer X yunoY)
contribuyen a la formacién de un cigoto XX/XY.(83)

En los casos que no se ha detectado mosaicismo se ha sugerido que éste puede
estar oculto por ejemplo, en las gdnadas. {87}

La da hip6tesis pl. da 85 la da un intarcambio X-Y (Farguson-SmithHB8) cin

embargo ésta no ha sido apoyada por l0s estudios moleculares recientes. (81)

La ica es la mas da en I3 actualidad para explicar la mayoria

de los casos. Esta ha sido apoyada por los casos familiares que se han reportado. Waibel y
cols. {(89) describen a dos hermanos con hermafroditismo verdadero,a los cualas no se les
detectd ninguna secuencia del Y, Raine y cols. {(90) estudiaron a dos hermanos con

hermafroditismo verdadero en los que tampoco se detectdé ninguna secuencia de Y.
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Sugirieron que su eticlogla se debfa a una mutacién en un autosoma o cromosoma X, 1a cual
resulta en una diferenciacion a testiculo u ovotestes en un individuo con cariotipo 46,XX en
ausencia del cromosoma Y.

Berkovitz y cols. {81) reportaron el caso de cinco pacientes sélo en uno de ellos se

detectaron secuencias del Y. En base a sus itados, ellos apoyan ta hi is de una
mutacion autosémica dominante que lleva al desarrollo testicular en pacientes que no tienen

cromosoma Y. Ellos citan trabajos que apoyan lo anterior, como es el caso de estudios

en paci con di i3 gonadal XY que implican dos genes autosémicos en
fa diferenciacién testicular.{91,92) Ademads, investigaciones en el ratén también sugieren que
genes autosémicos tiancn un papat en la diferenciacion testicular.(93} Berkovitz concluye
que el hermafroditismo verdadero es una condicién genéticamente hetarogénea y que la
presencia de Y es poco comun. La mayorfa de los casos representan cambios en un gen
autosémico o en un gen ligado al X que permiten la diferenciacién testicular en ausencia de

TDF.{81)

11.3.7 VARONES XX

En 1964 de 1a Chapelle{94] reportd, por primera vez, el caso de un varén con una

constitucién cromosémica XX. El p: tenfa 19 aios; su apariencia general ara atlética,
como ia de un hombre normal aunque su pene Yy escroto eran pequefios. Pens6 que ambos

cromosomas X eran da oiigon materno.

FRECUENCIA

Sa presenta aproxi con una fr ia de 1 en 20,000 varones, siendo la
mayorla de los casos esporddicos aunque se han reportado algunos casos

familiares{87,95,96,97,98}.
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CARACTERISTICAS CLINICAS

El fenotipo es masculino. Su apariencia general es normal. La talla final es

liger menor al p dio de los homb en su familia{84}. No difieren de la poblacion

general resp a la inteligencia{79). Su itucion lética es normal, al igual que
sus drganos internos(61).
Existe variacién fenotlpica, siendo las caracteristicas mas comunes las siguientes. El

pene y el escroto son pequeiios, pero bien dif jados y los d Woiffianos san

normales. Los testiculos son pequeiios, los tubulos seminiferos estdn disminuidos en

tamaiio y nimero, y presentan fibrosis intersticial y peritubular{98). Las células de Leydig

son hiparplasi Yo 1 te no sa d aspermatogonias, aunque ocasionalmente
s encuentran algunas inmaduras, por lo tanto no hay espermatogénesis(61). Esta es debida

a la pérdida del brazo largo del cromosoma Y que contiene el gen AZF-3 (factor 3 de

azoospermia) el cual es necesario para que 1a esper 6 is sea C¢ (98).
No tienen un desarrollo pubaral normal. €l vello en la cara y cuerpo estdn
disminuidos y el vello pibico se encuentra distribuido de manera ginecoide. Cerca de 30%

presenta ginecomastia (61).

La t as relati baja y se observa un incremento de las
gonadotropinas(84). La hipospadias esta presente en 10% de los casos. No hay anomallas
somdticas asociadas(61,84).

Frecuentementa los varones XX se han relacionado con el Sindroma de Klinefelter,

por p Isticas pi similares{99}

DIAGNOSTICO
Muchos casos se detectan en edad adulta, ya que los pacientes acuden a consulta
por presentar testiculos o pene pequefios, o bien por esterilidad. La correlacion cariotipo

{46, XX)-fenotipo confirma esta entidad clinica.28).

53



ETIOLOGIA

Se han postulado tres i ticaci a su etiol {61,84}:

1) Un mosaicismo XX/XY que tenga una linea celular no detectada o que la linea con

o Y haya desaparecido.
2) Una mutacién en un gen admico que d a 1a difi 1 de los fculos.
3) Int bio o trans! i6n entre los cr Xy Y.
La hipétesis del ici fa de una linea celular que contenga al

cromosoma Y, o bien que lo haya perdido durante su desarrollo. Siendo el cromosoma Y el

le de la difer ion de la gonada a testiculo. No hay evidencias que apoyen esta
suposicion(61,73,84).

La segunda hip6esis esta apoyada por los casos familiares de varones XX, asi como
por Jos varones XX en los que no se han detectado secuencias del Y (Y-). Se ha visto que
en algunos animales como 1a cabra y el ratéon de sexo invertido {SxrXX} la mutacién de un
gen autosémico lleva a la diferenciacién testicular(61). Sin embargo, Skordis y

cols.{100)consideran que es dificil, sino i ible, disti ir entre una ion i éni

¥ una trar i6n Y

Estos | igad han reportado una familia en la cual
copxisten dos varones XX y dos hermafroditas verdaderos 46,XX. Proponen que la
masculinidad puede deberse a un alelo mutado el cual explicaria la prasencia de testiculos

tanto en los hermafroditas como en varones XX Y{-j. En este caso podrla tratarse de un

alelo dominante ya que se p on cuatro juos afcctzdos provenientes de tres

padres diferentes.

Nacer Eddine Abbas y cols.{87) apoyan esta hipttesis y sugieren que el gen mutado

puede ser un gen desencad te de fa d

i6n sexual. Para apoyar esto ultimo estan
analizando varios casos familiares con al menos dos hermanos o gemelos afectados. Con

esto, pretenden mapeario en un autosoma o en el cromosoma X.
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La tercera hipo6tesis 8s la que ha sido més ap da para i 1a eticlogla de los

Yy

varones XX. Ferguson-Smith en 1966 {88) propuso que el intercambio anormal X-Y era

muy factible durante la profase de la primera divisién meittica en el ito primario.
Por consiguients habrfa un cromosoma X que contenga material proveniente del Y {XY}

conteniendo al gen TDF. Como resultado de la fertilizacién de un 6vulo con un

aspermatozoide XY se forma un cigoto XXY. Si el X¥es i ivado se promovers

ta diferenciacion del ovario. En caso de que la i

ion sea prefer an el
cromosoma X normal, el XY activo inducira la diferenciacién testicular. Variaciones en la
proporcién de las dos fineas celulares llevaran a una amplia diversidad de fenotipos, como
puaden ser ol dasarrollo de ovarios, ovotestes y testlculos. Esta hip6tesis explico la herencia
inusual del Xg cuyo locus se encuentra cercano a3 la region pseudoautasdmica. Por ésto es
factible que durante el intercambio X-Y se transfiera este gen al cromosoma Y, por lo cual se
ha visto que los varones XX cuya madre es Xg{a-} heredan el Xg{a+]j paterno. Ademas este
intercambio refuté la idea de que los dos cromosomas X eran de origen mamn:m,
confirmandose que uno de 4stos se herada del padra{88).

De la Chapelle{(101}, en 1984, aportd evidencia de la presencia de secuencias del Y
en el cromosoma X, al estudiar un nifio XX que expresaba el alelo 12E7 de su padre {el cual
es un marcador ligado al Y}, pero no expresaba el alelo Xg de su padre.

En 1985, Page vy cols.[95) trabajando con sondas espacfficas del Y, encontraron
sacuancias especificas de éste en tres de cuatro casos familiares de varones XX .

Anderson y cols.(96} en 1986, por hibridacién fn sirv dsiscicren sacuencias

pectt del Y en f de tres varones XX, demostrando que estas secuencias se
localizat an el del brazo corto del cromosoma X. Magenis y cols. {1987}
aportaron méas ias sobre el in bio X-Y, do estudios de hibridizacion in

situ (102).
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Petit y cols. {1987) dividieron a los varones XX en varones XX Y{+) y varones XX

Y{-}. Atribuyen 1a etiologla de los varones XX Y(+) al intercambio anormal X-Y que ocurre

P ; P que estae i bi i} al que nor ocurriria, ya

que ningun paciente posee un alelo telomaéri di ico del X como evidencia de
un previo o subsecuente intercambio normal. Respecto a la atiolog!a de los varones XX Y{-),
la atribuyen a otras hipétesis, como son 1a pérdida de! cromosoma Y en un individuo que
era originalmente XXY o a una mutacién autosomica o en el X {(103).

Schempp y cols.{97), en 1989, trabajando con once varones XX demostraron que
en nuave de ellos el intarcambio X-Y no tenia efecto en el patrén de inactivacién del X, Sus

on una

del patrén de inactivacion del X en el tamafio del

g p por el ir

Si en el intarcambio resulta la pérdida de Joci
pseudoautosémicos en el X o de /loci especlficos dal X cercanos a la region
pseudoautosémica {como el focus Xg, que estd perdido en 1a mayorla de los varones XX}, el
patrén de inactivacién permanece al azar. En cambio, si 1a dalecién ocurre préxima at locus

STS, el cual escapa a la inactivacion, las células sobravivirdn Uni con el

XY inactivado.

Ferguson-Smith y cols.{104}, en 1980, hicieron un estudio correlacionando el

fenotipo-genotipo en varones XX, do que Gni fos ! XX Y(-} tenfan
anormalidades en los i io estos paci una ginecomastia mas
prominante.

Se ha reportado que aproximadamente 30% de los casos son varones XX Y{-} y que

éstos g imente corr d: a casos f i Por otra parte los casos restantes
{70%) corresponden a los varones XX Y{+}, cuya etiol seria un il io anormal X-
Y(104).
di i con das para SRY reportan algunos casos de varones XX
gativos, ionand la importancia de este gen para la diferenciacion testicular
{105,106).
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. BANCO DE DNA DE PACIENTES CON ANOMALIAS EN LA DIFERENCIACION SEXUAL.

Propdsito del banco
El banco incluye pacientes que requieren andlisis de DNA para fos sigulentes
propositos:

-Confi i6n de diagndstico a nivel lecul Esto incluye la identificacion de

cromosomas marcadores.

-Busqueda de secuencias especfficas del crc Y, no d das por las

Aoni o ) hahitial
4

<Investigaci6n

2Cusles desdrdenes comprende?

Aunque se pretendla incluir a todos los padeci de fa dif: jacién sexual,

dada fa baja incidencia de algunos de ellos como mujeres XY y disgenesia gonadal pura no

fue posible su inclusién en aste banco de DNA. Por o tanto sélo comprendié a pacientes

con las sigui ar \fas da [a dif jacion sexuval:
- Sindrome de Turner
- Disgenesia gonadal mbaa
- Hermafroditismo verdadero

- Varones XX

¢De qué miembros de ia familia debe conservarse DNA?

En general para este tipo de imi no se requi muestras de familiares,

excepto en aquellos casos en que existan anteceédentes heredo-familiares.

Para este tipo de bancos es indispensable incluir muestras de DNA de controles

normales i {ruj xXX) vy

{varones XY}, ya que en las técnicas

moleculares se requieren como punto de comparacidn.,
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Tipo de muestra

La muestra que se utiliz6 para este tipo de banco fue sangre periférica (20 ml).

Identifi 1 de la

Se ha asignado una clave por padecimiento, cada uno de los cuales se sigue con un
namero progresivo, junto al cual se indica el afio en que fue ;omada la muestra, Las claves
asignadas son: T (Sindrome de Turner), DG (Disgenesia gonadal mixta}, HV
{Hermafroditismo verdadero) y VX {Varones XX). En cuanto a los controles, tos masculinos

tlanan ia clave CM v los femeninos 1a clave CF. Ademas, fos mil que i las

astén eti de diferente color, d diendo del con el fin de

facilitar su localizacién.

Servicio-investigacion
Para el caso especifico del sindrome de Turner, la finalidad es buscar mosaicismos

del cromosoma X o del Y que estén en bajos porcentajes, o idantificar cromosomas

marcadores, los cuales den corresponder a derivados del X o del Y. Esto es importante

ya que la pr ia de sec ias del cr Y predi ala igni: 1 de la
gonada disgenética. En la disg i dal mixta el objetivo es averiguar qué secuencias
del cromoscme Y estdn p ya que | estas i p un Y

anormal. Otra aplicacién de las sondas especificas del cromosoma Y es determinar la
presencia de secuencias de este cromosoma gue expliquen I3 etiologla del fenotipo,
masculino en individuos con un cariotipe 46,XX como es el caso de los varones XX y

algunos hermafroditas verdaderos. Presumibl éstas ias estan cor

en

pequeiios del Y tr locados al X o0 a at Y Qus no son

por las técni itogenéticas(13).
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Aplicaciones

Las muestras de DNA se utilizaran, a corto plazo, para las técnicas moleculares de

hibridizacién tipo Southern y PCR.

Para fa técnica de i tipo Southern se requiere que el DNA sea de alto
peso molecular, no muy fragmentado, y libre de proteinas, para que las enzimas de

restriccion dan actuar ¢

Para la técnica de PCR, el DNA puede astar degradado, pero la presencia de

proteinas puede causar interferencia.
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V. MATERIAL Y METODO

Como biolégica se incl

yeron muestras de controlas asl como de pacientes

con \ias de la dif iacion sexual.

Los controles corresponden a individuos sanos

vy femeninos, cuya edad

fluctu6 entre los 18 y 45 aiios, siendo todos de la lacion i i de

éstos tenfa antecedentes de anomallas de la diferenciacion sexual.

En cuanto a los pacientes sus edades fluctuaron entre 2 y 35 afios.

TECNICA DE EXTRACCION DE DNA{27} MODIFICADA
Todo el material que se emplaa debe estar limplo v estéril.
1.- Extraer aproximadamente 20ml. de sangre periférica y colocaria en tubos de vacutainer
con EDTA (3 tubos de 13 x 100). Agitar para evitar formacion de cosgulos.
2.- Centrifugar a 3000rpm. en una centrifuga clinica durante 25 minutos.

3.- Tumar con una pipeta Pasteur 1a capa de glébul ) v ifa a dos tubos de

13x100.
4.- Afadir aproximadamente 7ml., por tubo, de butffer de lisis de gliébulos rojos (BLGR).
Tapar con paratilm y mezclar perfectamente.

5.~ Centritugar 8 3000 rpm. durante 10 minutos.

6.- Def el sob dante dando en el fondo el botén de glébulos blancos.
7.- Agregar nuevamente BLGR, homogsinizsr v caentrifugar 10 minutos a 3000rpm.

Decantar el sobrenadante. Repetir este paso hasta que el botdn de gldbulos blancos quede

1o mas limpio posible.

8.- Resuspender el botén de glébulos con aproximad: 400s. de BLGR por

tubo, despules agitar én vartex para ob una solucién h é

9.- ARadir buffer de lisis de globulos blancos (BLGB) aproximadamente 2ml. por tubo.

10.- Agitar suavemente.

11.- Dejar en incubacién toda la noche en baiio Marla a 429C.
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12.- Aitadir feno!l ico 1:24) vol Y a volumen.

13.-Agitar manuaimente hasta obtener una ision

tapr

6 min.}
14.- Centrifugar 20 minutos a 300Qrpm en una centrifuga Sol-Bat.

15.- Tomar cuidadosamente la fase superior y pasarla a un tubo limpio de 13 x 100 (no
tomar la interfase).

16.- Hacer una segunda extraccion de la misma manera, centrifugando durante 10 mtinutos,
17.- Pasar la fase superior a un tubo limpio y realizar las extracciones que se requieran con

clor i ico i

a volumen, centrifugando durante 10 minutos, hasta que ya

no se observe interfase.

18.- Pasar la fase superior de ambos tubos a un soio tubo da S0Omi.

19.- Ailadir NaCl 5M hasta una concentracién final de 100mM. {volumen final en mi. x 20=
4. de NaC) que hay que agregar).

20.- Agregar 2-3 volimenes da etanol absoluto a -20°C.

21.- Agitar suavemente hasta que se forme un precipitado blanco (DNA}. Dejar de agitar
cuando el DNA flote.

22.- Recoger 6l DNA con una pipeta pasteur de punta curveada.

23.- tavar sumergiéndolo unas 10 veces en etanot al 70% a -20°C.

24.- Dejar secar para eliminar el exceso de etanol.

25.- R der en TE (el vo! depende de la idad de DNA ido variando de
100-800z4.) Guardar la en un mi 0.

26.- Refrigsrar la muestra a 4°C.

Una vez extrafda la muestra, el rendimiento de DNA debe ser medido. Ademas, es
deseabla determinar la integridad de! DNA en todas las muestras. Esto se logra por medio de

un analisis espectrofotométrico y de una slactroforesis del DNA.
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ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

En cuanto al andlisis espectr étrico, éste i en determinar 1a absorbancia

de una dilucién 1:100 de la muestra a dos longitudes de onda (260nm y 280nm). A partir

de la lectura a 260nm. {correspondiente a los dcidos nucléicos), se calcula 1a concentracién

de fa muestra:
concentracion de DNA (wa/ul)= Aygq x {dilucién)? x 0.05
1 D.0.549 = 50 pg de DNA/mi = 0.05 ugid {107)
La cantidad total da DNA {en ug) se calcula:
ugs totalas de DNA = canc. {wg/ul) x volumen total (ul)
Ademds, |a relacion 260/280 permite conocer si !a muestra esta contaminada con
protelnas, considerando que la lectura a 280nm. corresponde a la fraccion proteica. Una

relacién menor a 1.7 indica la presencia de proteinas(108}.

TECNICA DE ELECTROFORESIS (107}
La electroforesis del DNA es ia migracién de éste. en base a su carga y peso, al

aplicarse un campo eléctrico. Debido a su carga negativa, el DNA migra hacia el polo

positivo. Esta permite visuali la calidad de la muestra, asi como la presencia o

de RNA i 109).

Procedimiento:

1.- Praparar agarosa al 0.8% (ver preparacién de reactivas)

2.-Sellar las orillas del portage!.

3.- Preparar suficiente buffer de elctroforesis para llenar la cdmara y preparar el gel.{ver
praparacion de reactivos)

4.- Pesar la agarosa y mezclarla con Ia cantidad adecuada de buffer de elcrtoforesis en un

matraz Erlenmeyer.

5.- Dejar enfriar 1a solucién hasta aproximad 60°C, adici @l bromuro de etidio a

una ién final de 0.5ugs/ml. y h
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6.- Colocar e peine.

7.- Vaciar la solucién de agarosa en el portagel y dejar galificar.

8.- Retirar el peina cuidadosamente.

9.- Colocar el portagel en la cdmara de electroforesis y afiadir el buffer de electroforesis
hasta cubrir el gel aproximadamente un milimetro por encima.

10.- Mezclar cada muestra de DNA (1-2ug.) con 4. de buffer de carga vy llevar con Tris-

EDTA (TE) a un volumen final de 201, Adicionar cuidad cada aun pozo.

11.- Conoctar los electrodos a la cdmara y encendar la fuente de pader {70-100v).
12.- Dejar correr la muestra aproximadamente 2/3 de) largo del gel de agarosa.

13.- Obervar en el transiluminador.
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PREPARACION DE REACTIVOS

Extraccion de DNA:
1.- BLGR :

Tris-HCI  pH 7.6 10mM.

MgCl, SmM.

NaCl 10mM.

H,0 bidestilada

Esterilizar y rastituir el volumen perdido.
2.- BLGB :

Tris-HC1  pH 7.6 10mM.

EDTA pH 8 10mM.
NaCy S0mM.
SDS 0.2%

H,0 bidestilada

Esterilizar y restituir e! volumen perdido.

Adicionar protginasa K a una concentracion de 200ugiml.

3.- NaCi SM.
4.- Fenol saturado:

E! fenol redestilado se equilibra con una solucién amortiguadora antes de ser
utilizado para la extraccién de dcidos nucléicos. Para elio, el feno! s6tido se calienta en un
bafio Marla a 65°C para que se funda. Una vez que esté todo tiquido, se adiciona un
volumen equivalente de Tris 1M. pH 8.0, Se mezclan ambas fases agitando
cuidadosamente. Se deja a 4°C hasta que se separe en dos fases (fase superior-acuosa y
fase inferior-organica). Se elimina 1a fase superior v se adiciona Tris 0.1TM pH 8.0 en un
volumen equivalente al de} Tris 1M. Nuevamente se agita y se dejan separar las fases. Se

mide el pH de la fase acuosa, el cual no deba ser menor de 7.6. En caso de serlo, se repite
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ef procedimiento con Tris 0.1M pH 8.0 hasta

un pH

Se retira la mitad

de la fase acuosa Con el fin de reducir la oxidacién se adiciona 8-hidroxiguinoleina. E!

fenol saturado se mantiene en refrigeracion{1 10}

5.- Cloroformo-isoamilico {24:1} a 4°C.
7.- Etanol absoluto a -20°C
8.- Etanal 70% a -20°C.
9.- TE:
Tris pH8 10mM.
EDTA pHB 0. 1mM.

H,0 bidestilada

Esterilizar y restituir el volumen perdido.

Elactroforesis:

1.- Agarosa 0.8-1%. Para disolver Ja agarosa se emplea buffer de electroforesis. Se

calienta la mezcla en un horno de microondas hasta ia disolucion completa de la agarosa. Se

restituye el agua que se haya perdido.
2.- Buffer de electroforesis:
a) TAE (solucién stock 50X para un litro)
Tris hase 242 g.
Ac. acético glacial 57.1 mi.
EDTA 0.5M pHB 100 ml.

H, 0 bidestilada cbp 1,000ml.

Para 1a electroforesis se utiliza una solucién 1X.
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b} TBE {solucién stock Sx para un litro}

Tris base 54 g.

Ac. bérico 27.5g.
EDTA 0.5M pH8 20 mi.

H,0 bidestilada cbp 1,000 ml.

Para |a electroforesis se utiliza una solucién 1X.
3.- Bromuro de etidio

Solucion stack 10mg./ml,

Solucién de trabajo 0.5ug./mi.
4.- Buffer de carga (a 4°C)

Azul de Bromofano!  0.26%

Xilen-cianol 0.25%

Glicerol 30%

H,0 bidestilada
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V. RESULTADOS
Se trabajaran un total de 93 muestras, de las cuales 48 correspondieron a controles
sanos v las 45 restantes a pacientes.
De las 48 muestras de controles sanos, éstas corresponden a:
- 26 controles femeninos XX
- 22 controles masculinos XY{Gréfica 1).
Respecto a las muestras de los pacientes. éstas se dividen en:
- 24 con sindrome de Turner
- 10 con disgenesia gonadal mixta
-7 con hermafroditismo verdadero, a excepcion del HV04 que no.es un hermafrodita

verdadero, pero que se incluyé en este grupo con &l fin de confirmar que no presenta

es en los crom sexuales.
- 4 varones XX {Gréfica 2).

La mayoria de los pacientes fueron captados a través de la Unidad Metabélica
Pediatrica del Instituto Nacional de la Nutricion, Salvador Zubiran.

En general, todas las muestras fueron trabajadas de la siguiente manera: en cuanto
se disponia de 1a sangre, se procedia a la extraccion del DNA, se esperaba un par de dias
para que estuviera completamente disuelto y entonces se procedida al analisis
espectrofotomdtrico. Las electroforesis se realizaron en la etapa final, cuando practicamente
s centaba con todas las muestras, ya que era necasario tomar fotografias.

Los resultados globales se presentan en forma de tablas y en fotogratfas. Se
considerd innecesario poner todas jas fo(ograflaé. por lo que se incluyen sélo algunas de

és51as.
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CONTROLES
FEMENINOS Y MASCULINOS

Numsaro de personas

so | 26

26

204" |

164

104" [

' B Mujeres XX &4 Varones XY I

Gréfica 1
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PACIENTES CON ANOMALIAS
DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

No. de personas

30 24
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26
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0
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-

Tipo de padecimiento
B s. de Turner p.aM. [EHv. B varones XX
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Grafica 2.



Tabla 1.Analisis espectrofotométrico de las muestras de DNA.,

CONTROLES FEMENINOS

CLAVE VOL. | A260 [A280 [RELACION | CONG. ms. |
. 260/280 ugJul. \TOTALES |

GFO1 300 | 0.047 | 0.029 1.621 0.235 70.5 |
CFO2 500 | 0.076 | 0.046 1.652 0.380 190.0
CFO3 300 | 0.052 | 0.030 1.733 0.260 78.0
CFo4 600 | 0.035 | 0.020 1.750 0.175 105.0
CF05 500 [ 0.059 [ 0.035 1.686 0.295 147.5
CF06 800 | 0.081 | 0.049 1.653 0.405 324.0
CFO7 500 | 0.041 | 0.027 1.519 0.205 102.5
CFo8 700 | 0.044 { 0.024 1.833 0.220 154.0
CFO9 1200 | 0.075 | 0.032 2.344 0.375 450.0
CF10 200 | 0.046 | 0.024 1.017 0.575 115.0
CF11 150 | 0.026 | 0.016 1.625 0.325 48.8
CF12 200 | 0.042 | 0.029 1.448 0.525 105.0
CF13 300 | 0.035 | 0.022 1.591 0.438 131.3
CF14 500 { 0.035 | 0.023 1.522 0.438 218.8
CF15 300 | 0.059 | 0.030 1.967 0.295 88.5
CF16 300 | 0.062 | 0.026 2.385 0.310 93.0
CF17 300 { 0.205 [ 0.126 1.627 1.025 307.5
CF18 300 | 0.056 | 0.037 1.514 0,280 84.0
CF19 400 | 0.121 | 0.079 1.532 0.605 242.0
CF20 400 | 0.258 | 0.143 1.804 1.260 516.0
CF21 300 | 0.230 { 0.128 1.797 1.150 345.0
cree 150 1 0.214 [ 0113 1.894 1.070 160.5
CF23 350 | 0.168 | 0.098 1.714 0.840 294.0
CF24 350 | 0.070 | 0.040 1.750 0.350 122.5
CF25 300 | 0.105 | 0.055 1.609 0.525 157.5
CF26 300 | 0.360 | 0.205 1.756 1.800 540.0
{PROMEDIO DE LA RELACION 260/280 1.752 |

[PROMEDIO DE 1gs. TOTALES

199.6 |
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Tabla 2. Analisis espectrofotométrico de las muestras de DNA.

CONTROLES MASCULINOS

CLAVE VOL. | A260 | A280 |RELACION | CONC.]| ugs.
4. 260/280 pgJid. [TOTALES
CMo1 400 | 0.114 | 0.070 1.629 0.570 228.0
CMO02 350 | 0.218 | 0.135 1.615 1.090 381.5
CMO3 800 [ 0.050 [ 0.027 1.852 0.250 200.0
CMO04 900 | 0.144 | 0.077 1.870 0.720 648.0
CMO5 400 | 0.057 { 0.032 1.781 0.285 114.0
CMO6 700 | 0.042 | 0.027 1.556 0.210 147.0
CMO7 500 | 0.046 | 0.028 1.643 0.230 115.0
CcMo8 300 | 0.042 | 0.023 1.826 0.210 63.0
CMO09 600 | 0.050 | 0.029 1.724 0.250 150.0
CM10 200 | 0.070 | 0.056 1.250 0.875 175.0
CM11 200 | 0.016 | 0.009 1.778 0.200 40.0
CcM12 300 | 0.078 | 0.038 2.053 0.390 117.0
CM13 400 | 0.040 | 0.024 1.667 0.200 80.0
CM14 400 | 0.192 | 0.107 1.794 0.960 384.0
CM15 300 | 0.227 | 0.145 1.566 1.135 340.5
CM16 400 | 0.228 | 0.128 1.781 1.140 456.0
CM17 400 | 0.287 | 0.156 1.840 1.435 574.0
Civiid 400 | 0.260 | 0.150 i.733 1.3G5 520.
CM19 350 | 0.209 | 0.121 1.727 1.045 365.8
CM20 350 | 0.178 | 0.120 1.483 0.890 311.5
CcM21 400 | 0.148 | 0.087 1.701 0.740 206.0
CcM22 400 | 0.146 | 0.077 1.896 0.730 292.0
{PROMEDIO DE LA RELACION 260/280 1.717 |
[PROMEDIO DE 1gs. TOTALES 272.6 |
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Tabla 3.Analisis espectrofotométrico de las muestras de DNA.

TURNER
CLAVE | VOL. [|A260 | A280 |RELACION | CONC.| sgs.
M. 260/280 mqJid. [TOTALES
TO1-92 400 | 0.224 | 0.128 1.750 1.120 448.0
TO2-92 400 | 0.072 [ 0.029 2.483 0.360 144.0
T03-92 300 | 0.297 { 0.163 1.822 1.485 445.5
T04-92 400 | 0.110 | 0.051 2157 0.550 220.0
T05-92 300 | 0.082 | 0.046 1.783 0.410 123.0
TOS-02 400 | 0.163 [ 0.080 1.831 0.815 326.0
TO7-92 350 | 0.227 | 0.135 1.681 1.135 397.3
TOB-92 200 { 0.332 | 0.185 1.795 1.660 3320
TO9-92 350 | 0.194 | 0.108 1.796 0.970 330.5
T10-92 350 | 0.081 | 0.049 1.653 0.405 141.8
T11-92 400 [ 0.358 [ 0.206 1.738 1.790 716.0
T12-92 400 | 0.184 | 0.100 1.840 0.920 368.0
T13-02 400 | 0.256 | 0.161 1.590 1.280 512.0
T14-92 400 | 0.243 [ 0.124 1.688 1.2156 486.0
T15-92 400 | 0.238 | 0.130 1.831 1.190 476.0
T716-92 400 | 0.245 | 0.143 1.713 1.225 490.0
T17-92 400 | 0.187 | 0.113 1.655 0.935 374.0
T18-92 200 [ 0.213| 0.123 1.732 1.065 213.0
T19-92 400 | 0.274 | 0.159 1723 1.370 548.0
T20-92 400 | 0.187 [ 0114 1.640 0.935 374.0
T21-92 400 | 0.338 | 0.186 1.817 1.690 676.0
T22-92 200 | 0.301 | 0.169 1.7681 1.505 301.0
T23-92 350 | 0.346 | 0.198 1.747 1.730 605.5
T24-92 400 | 0.423 { 0.234 1.808 2115 846.0
|PROMEDIO DE LA RELACION 26072680 1.794 |

|[PROMEDIO DE igs. TOTALES

412.6 |
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" Tabla A.Anilisis espectrofotométrico de las muestras de DNA.

DISGENESIA GONADAL MIXTA

CLAVE | VOL. | A260 | A280 JRELACION | GONC.| ugs.
/A, 2607280 pq . [TOTALES
DG01-92| 300 | 0.430 | 0.307 1.401 2.150 645.0
DG02-92| _ 300 | 0.668 | 0.467 1430 | 33401 1002.0
DGO3-92| 400 | 0.292 | 0.176 1.650 | 1.460 584.0
DGO4-02| 300 | 0.234 | 0138 1.606 | 1.170 351.0
DGO5-92 | 400 | 0.374 | 0.199 1.879 1.870 . 7480
DGO6-92| 500 | 0.464 | 0.276 1.681 2320 | 11600
DGO7-92| 500 | 0.170 | 0.104 1.635 | 0.850 425.0
DGOB-92| 400 | 0.358 | 0.208 1.721 1.790 716.0
DGOG-82| 200 | 0.170 | 0.082 2073| 0.850 170.0
DG10-92| 400 | 0.413 | 0.232 1780 | 2.065 826.0
[PROMEDIO DE LA RELAGION 260/280 1.696 |

[PROMEDIO DE ggs. TOTALES

662.7 |
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Tabla 5.Analisis espectrofotométrico de las muestras de DNA.

HERMAFRODITAS VERDADEROS

GCLAVE VOL. [ A260 [ A280 |RELACION | CONC.| mgs.
/8. 260/280 i (TOTALES
HV01-92 300 | 0.732 | 0.488 1.500 3.660 | 1008.0
HV02-92 300 | 0.654 | 0.457 1.431 3.270 981.0
HV03-92 300 | 0.156 | 0.088 1.773 0.780 234.0
HV04-92 400 | 0.218 | 0.111 1.064 1.090 436.0
HV05-92 [ 300 {0.174 | 0.100 1.740 0.870 261.0
HV06-92 400 | 0.200 [ 0.127 1.575 1.000 400.0
Hvo7-92 | 300 | 0.302 | 0.i66 1.810 1.510 453.0
|PROMEDIO DE LA RELACION 260280 1.686 |
[PROMEDIO DE pgs. TOTALES 551.9 |
Tabla 6.Analisis espectrofotométrico de fas muestras de DNA.
VARONES XX
CLAVE VOL. [A260 | A280 |RELACION | CONC.| ugs.
M. 260/280 /A [TOTALES
UX01-92 | 400 { 0.310 | 0.189 1.640 1.550 620.0
VX02-92 | 300 | 0.089 | 0.043 2.070 0.445 133.5
VX03-92 | 250 [ 0.049 | 0.032 1.531 0.245 61.3
VX04-92 | 350 ] 0.275 | 0.168 1.637 1.375 481.3
[PROMEDIO DE LA RELACION 260/280 1.720 |

|PROMEDIO DE 1gs. TOTALES

324.0 |
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Tabla7. Electroforesis de las muestras de DNA.

CONTROLES FEMENINOS

CLAVE BANDA DE ALTO CALIDAD
PESO MOLECULAR

CFO01 presente sin degradar
CFG2 resente sin degradar
cFo3 nrecente sin degradar
CFo4 presente barrido
CF05 presente poco barrido
CF06 presente barrido
CFO7 presente sin degradar
CFo8 presente poco barrido
CFQ9 presente sin degradar
CF10 presente sin degradar
CF11 presente sin degradar
CF12 resente sin degradar
CF13 presente sin degradar
CFi4 resente poco barrido
CF15 presente poco barrido
CF16 presente poco barrido
CF17 presente sin degradar
CF18 presente poco barrido
CF19 resente barrido
CFZ20 presente sin degradar
CF21 presente poco barrido
Crz2 presenie sin degradar
CF23 presente sin degradar
CF24 resente barrido
CF25 presente sin degradar
CF26 presente poco barrido
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Tabla8. Electroforesis de las muestras de DNA.

CONTROLES MASCULINOS
CLAVE BANDA DE ALTO CALIDAD
PESO MOLECULAR
CMOt presente sin degradar
CMo2 presente sin degradar
CMO03 presente poco barrido
CM04 presente poco barrido
CMO05 presente sin degradar
CMO06 presente sin degradar
CMO7 presente poco barrido
CMO8 presente sin degradar
CMO09 presente barrido
CM10 presente sin degradar
CM11 presente barrido
CMm12 resente barrido
CM13 presente poco barrido
CMi14 presente sin degradar
CMi5 presente poco barrido
CM16 presenie sini degradar
CM17 presente sin degradar
CcCM18 presente sin degradar
CM19 presente ) barrido
CM20 presente poco barrido
CM21 presente barrido
CcM22 presente sin degradar
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Tabla9. Electroforesis de las muestras de DNA.

TURNER
CLAVE BANDA DE ALTO CALIDAD
PESO MOLECULAR
T01-92 presemnte poco barrido
TO2-92 resente muy barrido
T03-92 presente poco barrido
TO4-92 presenie sin degradar
T05-92 resente sin degradar
T06-92 resente poco barrido
T07-92 presente poco barrido
T08-92 presente barrido
T09-92 presente sin degradar
T10-92 presente sin degradar
T11-92 resente poco barrido
T12-92 presente sin degradar
T13-92 presente sin degradar
T14-92 resente poco barrido
T15-92 presente barrido
T16-92 presente barrido
Ti7-G2 presente barrido
T18-92 presente poco barrido
T19-92 presente poco barrido
T20-92 presente sin degradar
T21-92 presente sin degradar
T22-92 presente poco barrido
T23-93 presente co barrido
T24-92 presente barrido
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Tabla 10. Electroforesis de las muestras de DNA.

DISGENESIA GONADAL MIXTA

CLAVE BANDA DE ALTO CALIDAD
PESO MOLECULAR

DGO01-92 |presente poco barrido
DGO2-92 |presente poco barrido
DGO3-92 |presente sin degradar
DG0A-92 |presente sin degradar
DGO05-92 |presente poco barrdio
DGO6-92 |presente sin degradar
DGO7-92 |presente sin degradar
DGOB-92 |presente poco barrida
DG09-92 IND

DG10-92 |presente |sin degradar

ND:MUESTRA NO ESTUVO DISPONIBLE.
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ESTA TESIS MO DEBE
SALIR BE 1A RIBUIOTECA

Tabla 11. Electroforesis de las muestras de DNA.

HERMAFRODITAS VERDADEROS

CLAVE |BANDADE ALTO CALIDAD
PESO MOLECULAR

HV01-92 {presente poco barrido
HV02-92 [presente poco barrido
HV03-92 |presente poco barrido
HVO04-92 |presenie sin degradar
HV05-92 \presente poco barrido
HV06-92 [presente sin degradar
HVO7-92 |presente barrida

Tabla 12. Electroforesis de las muestras de DNA.

VARONES XX

CLAVE BANDA DE ALTO CALIDAD
PESO MOLECULAR

VX01-92 |presente barrido

VX02-92 |presente sin degradar

VX03-92 |presente baividc

VX04-92 |presente - sin degradar
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Tabla 13. Datos clinicos.

TURNER

CLAVE | CARIOTIPO

TO1-92 | 45/46,X+MAR

T02-62 | 45X

T03-92 | 45,X/46,Xi(Xq)A7, XlQ(q)l()(q)MB,Xl(Xq)l(Xq) j)(q) ’

T04-92 | 45,X/46, XY

T05-G2 45,1“\1 \q‘,

T06-92 | 45X

T07-92 45X

T08-92 | 45X

T09-92 (45X

T10-92 | 45,X/46 Xr(X)

T11-92 (45X

T12-92 145X

T13-92 145X

T14-92 | 45 X/46,X1(X)

T15-92_ | 45X/46 Xi(Xq)

T16-92 45X

T17-92 145X

Tio-¢2 (45X

T19-92_ | 45X

T20-92 45X

T21-92 145X

T22-92 (45X

T23-92 45X

T24-92 | 45 X746 Xidic(Xq)

[Porcentaje del cariotipo 45,X
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Tabla 14. Datos clinicos.

DISGENESIA GONADAL MIXTA

CLAVE CARIOTIPO GONADA [GONADA
DER. 1ZQ.

DGO01-92 | 45,X/46,Xdic(Y} estria testiculo
DG02-92 | 45 X/46 XY testiculo  |estria
DGO03-92 | 45,X/46,Xidic(Y) estria testiculo
DG04-92 | 45,X/46 XY estria testiculo
DG0O5-92 | N.D. N.D. N.D.
DGO06-92 | 45 X/46,XY gonado— |estria

. bastoma
DGO07-92 { 46, XY esiria testiculo
DG08-92 | 45,X/46, XY N.D. N.D.
DGO09-92 | 45,X/46,XY estria testiculo
DG10-92 | 45,X/46, XY N.D. N.D.

N.D:DATOS NO DISPONIBLES

Tabla 15. Datos clinicos.

HERMAFRODITAS VERDADEROS

CLAVE | CARIOTIPO GONADA |[GONADA
DER. 1ZQ.
HV01-92 | 46,XX ovario ovotest
HV02-92 | 46 XX/A7 XXY ovotest ovario
HV03-92 | 46, XX testiculo {ovotestes
HV04-92 | papa de HV(03-92 testiculo  |testiculo
HV05-92 | 46,XX/46,XY N.D, N.D.
HV06-92 | 46,XX/46 XY ovotestes |ovotestes
HVO7-02 | 46,XX/46 XY N.D. N.D.

N.D.: DATOS NO DISPONIBLES.

81



1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 13 14
L3

Fig. 8 Electroforesis en gel de agarosa 0.8%
tefiido con bromuro de etidio. Se usan
2 microgramos de DNA por carril.
Carril 1: marcador de peso molecular,
A Hind III. Carriles del 2 al 14: con
troles femeninecs del 1 al 13.
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23,130
9,416
6,557

2.320
2,027

Fig. 9 Electroforesis en gel de agarosa 0.8%
tefiido con bromuro de etidio. Se usan
2 microgramos de DNA por carril.
Carril 1: marcador de peso molecular,
AHind II1. Carriles del 2 al 14: Tur-
ner de 01 a 13.
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23,130

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

Fig.(o Electroforesis ep gel de agarosa 0.8%

tefiido con hramuro de etidio. Se usan
2 microgramos de DNA por carril.
carril 1: Marcador de peso molecular.
A Hind III. Carriles del 2 al 7: her-
mafroditas verdaderos del 01 al 06.
carriles del 8 al 11: varones XX del
01 al 04. Carriles 12 y 13: pacientes
Turner 14 y 15.
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1 23 4 567 89 1011 12 13 14

Fig.11 Electroforesis en gel de agarosa 0.8%
tefiido con bromuro de etidio.
DNA digerido con Eco RI. Carriles del
1 al 9: disgenesia gonadales mixtas 01
a 09. Carril 10: marcador de peso mole
culac, A Hind III. Carriles 11 y 12:
controles masculinos 01 y 02. Carriles
13 y 14: controles femeninos Ol y 02.
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V. DISCUSION

£l primer paso en la elaboracién del banco de DNA fue fa busqueda de varias
técnicas de extraccién de DNA a apriir de sangre periférica. Para ello fueron consultados

tanto manuales de biologfa molecular como pry il

en otras

laboratorios. Se eligio el M | de Bi Molecular de la fa de Salud elaborad
por 1a Dra. Gorodezky (27). Los criterios para su eleccion fueron los siguientes:

-Disponibilidad de material y reactivos. El material que se requiere para esta técnica {tubos,

vasos de precipt matraces aforados) se encuentra, por su gran utilidad, en
cualquier laboratorio. En ganoral, todos los reactivos estuvieron disponibles en el Servicio
de Genética, excepto SDS y Proteinasa K, los cuales tuvieron que solicitarse en un principio.
-Equipo. Para esta técnica se ocupa muy poco equipo {centrifuga y bafo Marlfa), el cual
estuvo disponible en el Servicio de Genética del Hospital General de México SSa.
-Accesibilidad. Aunque se requieren dos dias para la extraccién de DNA, la técnica no es
muy complicada. Ademas, esta técnica es utilizada en varios laboratorios de Genética, en los
cuales hubo la facilidad de ver el procedimiento y de contar con el asesoramianto técnico.

Debido a que algunos reactivos y material de consumo tuviaron que ser pedidos al
extranjero, fue necesario esperar un tiempo para su obtencién, Una vez que se contd con
todos los reactivos, 1a preparacién de las soluciones no presentd mayor problema.

Se procsdis cntonces A la estandarizacion de la técnica. Para ello se realizaron
axtracciones de DMA a partir de sangre de voluntarios, siguiendo paso a paso la técnica de

1a Dra. dezky(27). Sin 0 go, los resultad

obtenidos no fueron satisfactorios, ya
que al hacer el andalisis espectrofotométrico sa obtuvieron relaciones 260/280 muy bajas (en

el orden de 1.2), indicando la pr ia de altas concentr

de proteinas. Ademds, el
rendimiento obtenido era muy bajo y e} DNA obtenido se compactaba, por lo cual se

disolvia con mucha dificultad.
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Se analiz6 la situacion con el fin de determinar qué era lo que estaba sucediendo. Se

a prep fas soluci de lisis de los gldbulos. ya que se penséd que pudo haber
algun error en su elaboracién. Sin embargo, se siguieron obteniendo los resultad
Debido a esto, se ideraron otras posibl fi de error, como el fenol. En un
principio, éste era J.T.Baker y, debido a su baja pureza, era io destilario. Se o

por un feno!l de otra marca (Merck}, de mayor calidad, el cual no requerla ser destilado.

' di 1

se i j rasuitados en cuanto a las relaciones, siendo éstas

mavyores que 1as anteriores, A pesar de esta, segufa obteniénd un bajo di 1to. En la

técnica de la Dra. Gorodezky(27) se realizan las dos primeras extracciones empleando
unicaments fonol., Se observé gue después de 1a segunda extracciéon la fase acuosa

disminula Iy D 4

p de consultar la bibliograffa(107} se optéd por realizar estas

axtr;

fenol y cloroformo-isoamilico, ya que el cloroformo

estabiliza la frontera inestable entre las dos fases. Al utilizar ésta dltima mezcla, se reduce la

cantidad de solucion acuosa retenida en la fase organil para imizar el r
Una vez que se modificé la técnica, los rendimientos obtanidas fueron mayores ademds de

que la contaminacién proteica disminuyo i 1te. Macr i la

cantidad de DNA era notablemente mayor a 1a ocbtenida anteriormente; ademds, su aspecto
era diferents, ya que no se compactaba, con lo cual se disolvia m4s rapidamente.

A partir de este momento, los cambios que se realizaron fueron para cbtener adin
mejores rendimisntss. En un principio se utilizaron tubos de 15 ml de polipropileno vy
después se cambiaron par tubos de vidrio de 13 x 100. Esto se hizo ya que en un principio,
despuéds de la primera centrifugacién, se eliminaba Gnicamente el plasma quedando tanto
los glébulos blancos como los rojos, no pudiéndoso efiminer gran parte de éstos litimos a
pesar de repetidos lavados con BLGR. Al utilizar tubos de vidrio de 13 x 100, fue mas facil
visualizar 1a capa de gl6bulos blancos, por 1o que se opté por extraer ésta, sin eliminar el
plasma, evitando el exceso de glébulos rojos, lo cual favorecié tanto a la pureza como al

rendimiento.
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La estandarizacién de la técnica se realizé unicamente con controles tanto femeninos

como masculinos, y una vez que los 1} > idos fueron isf 05, se procedié

a extraer el DNA de los pacientes.

Ya que en &l Servicio de Genética no se cuenta con un o ad di

1as muestras se leyeron en el Servicio de Investigacion Bésica del Instituto Nacional de
Cancerologla. Para la electroforesis en gel de agarosa se sigui6 el protocolo descrito en el
Manual de Biologla Molecular{107).

La relacién 260/2B0 6ptima es mayor de 1.7.(108} Sin embargo, una relacién

irededor de 1.6 se idera buena en la mayoria de los laboratorios, ya que se ha visto
que a pesar de tener protelnas, éstas no se an en idad sufici para interferir
con las enzimas de restriccion. En cuznto al dimiento, se ha ido que a partir de

20 mi_de sangre, se obtienen aproximadamente 200 g de DNA, fo cual representa una

buena cantidad si se toma en cuenta que, por ejemp para ta hibridizacién tipo Southern
se requieran 10 yg. y para PCR aun menos.{107)

En fa electroforesis el corrimiento de! DNA depende de su tamaiio. De tal forma que
al DNA de alto peso molecular migra en menor proporcion que el de bajo peso. Por lo que el
DNA de alto peso molecular se abserva en la parta superior del gel. La migracién depende
del tiempo de corrimiento de ahl que sea necesario incluir un marcador de peso molacular.

Como puede observarse en la tabla 1, en general, todas las muestras de los
controles femeninos tienen una relacion arriba de 1.6, excepto seis, que se encuentran en
valores menores . En el caso dei CF 12 ticnc una relacién de 1.448, pero en la electroforesis
se observa una banda de alto peso molecutar, sin degradar, por 1o que se considera que es
una buena muestra. Este criterio se aplicé para incluir en e banco de DNA aquellas
muestras que tuvieron relacionas por debajo de 1.6. Como pueds verse, la cantidad total de
DNA es muy variable, ya que la estandarizaci6n de 1a técnica se hizo con los cantroles. En la
tabla 7 se puede observar que todas las muestras presentan una banda de alto peso

molecular, lo cual es muy importante, ya que para la hibridizacion tipo Southern se requiere
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DNA de estas [sticas. Uni 1te cuatro muestras estaban degradadas, aunque sf
prasentaban banda de alto peso molecular. El criterio que se aplica para determinar si una

muestra tiene alto paso molecul iste en ar el imi que ésta p con

&l marcador de paso molecular. Si la muestra presenta la banda de 23,130 pb, se considera
que contiene DNA de alto peso molacular. Las muestras 2, 12 y 13 se obsarvan muy tenues.
on la electroforesis, ya que se puso muy poca cantidad. Es importante hacer notar que las
muestras degradadas no son ideales para la hibridizacién tipo Southarn, sin embargo se
conservan ya que pueden utilizarse para PCR.

En los controles masculinos (Tabla 2) se observa, en general, una relacién muy
cercana o arriba do 1.7. € CM 10 pressenta una relacién muy baja, sin embargo la muestra
no fue descartada, ya que en la electroforesis (Tabla B) se observa que el DNA es de alto
peso molacular y no estd degradado. En los casos en que 1a relacién es muy baja, lo ideal
sarla realizar una sagunda extraccién para eliminar las protelnas. Sin embargo, al hacer
dsto, observamos que se pierde casi por completo la muestra. Todos los controles

masculinos presentan banda de alto peso molecular, y Uni dos se er

barridos. El DNA de los controles masculinas 1, 5, 8, 9 y 10 se observa muy tenue en la

electroforesis, ya que se puso muy poca cantidad.

El dio total del r imi de los controles masculines fue mayor que ei de

los controles femeninos.

En las muestras de las pacientes con sindrome de Turner (Tabla 3}, en general todas
tisnen una buena relacién 260/280, asl como un ‘rendimiento adecuado. En la electroforesis
{Tabla 9) se puede ver que todas presentan banda de alto peso molecular, aunque algunas

de ellas se ven ligeramente barridas.
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De acuerdo. a las tablas de disgenesia gonadal mixta (Tablas 4 y 10), las primeras
presentan una relacién un poco baja, sin embargo en la electroforesis presentan alto peso
molecular y estdn poco barridas. En cuanto al rendimiento, éste es muy bueno, ya que en
general estdn arriba de 10s 350 microgramos totales.

Las primeras dos muestras de los hermafroditas verdaderos (Tablas 5 y 11} tienen
una relacién 260/280 menor que las demdas, pero su rendimiento fue muy alto y en la
electroforesis se observa banda de alto peso molecular y poco barrido, aunque debido a que
56 puso poca cantidad en el gel, la banda se observa muy tenue, El resto de tas muestras se
encuentran en buanas condiciones.

€n cuanto a los varones XX {Teblas 6 y 12), las muestras 1 y 4 tienen un muy

buen rendimiento y la refacién es mayor de 1.6, y presentan alto peso moalecular. Sin

el rer da las 2 y 3 es bajo, aunque sl presentan la banda de alto
paso motecular.

Es importante hacer notar que a pesar de que la técnica estd estandarizada, la puréza
de las muestras puede variar ya que na €s una técnica automatizada. Como se trata de un
método manual se da variabilidad multifactorial.  La cual incluye que la cantidad de sangre
varfa, como también el tiempo y velocidad de agitacién. Ademdas es importante mencionar (a
vsrigbilidad misma de la muestra biolégica ya que se trata de diferentes pacientes.

Las muestras de pacientes que se encuentran degradadas vy/o con aitas
concentraciones de protelnas deben conservarse considerando que no es facil abtener
nuevamente sangre del mismo paciente. Ademas, no debe clvidarse que estas muestras
pueden utilizarse para PCR.

Es importante seiialar que se han realizado hibridizaciones tipo Southern con el DNA

de algunos pacientes y controles, idnd: buanos ri dos {111).
En relacién a los datos clinicos, en el sindrome de Turnar {Tebls 13} llama la
atencion el alto porcentaje del cariotipo 45,X {66.66%), con respecto al reportado en la

litesatura [65%]J{55). Sin embargo, debe tomarse en cuenta que se trata de un grupo de 24
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pacientes, por lo que no es muy representativo. Esto puede deberse a que con las técnicas

h les de ci ética no se d ich t

['] que se en en bajas
proporciones. Para esto va a ser de gran ayuda realizar hidridizaci tipo n para
i itos en e8stas paci Otra posible explicacion es que, debido a

que e! Unico tejido analizado es la sangre periférica, el mosaicismo presente en otros tejidos
no puede ser datectado. Esto ya ha sido reportado(66), observéndose un incremento en el
porcentaje de mosaicismios cuando se analiza més de un tejido tanto con técnicas

es como ci éui

Resp alos h frodi Vi (Tabla 156) vy a las disgenesias gonadalas
mixtas (Tebla 14), no se puede concluir nada, ya que el nimerc de paclentes cuyas
muestras sa trabajaron fue muy pequeilo. Es interesante hacer notar qua on ¢l caso da las
disgenesias gonadales mixtas, a pasar de ser un grupo pequeiio, se refleja el alto riesgo de
malignizacion, ya que en tan sélo 10 casos uno presenta gonadoblastoma. De aqul la
importancia de determinar qué secuencias del cromosoma Y son 1as que estidn asociadas

con gonablastoma.

Se cumpli6 con todos los objetivos que se plantearon en un principio ya que se logrd

elaborar un banco de DNA de buena calidad, asi como rep ivo de los pad

praducidos por anomalias de la diferenciacién sexual. Con ésto se sentaron las bases
sxparimentales para que posteriormente puedan hacerse otros bancos de diversas

enfermedades hereditarias.
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ViI. CONCLUSIONES

1.- El di 1to p dio de los /[ i es mayor que el de los femeninos
debido a que las Ultimas muestras de los controles masculinos se trabajaron cuando ya se

hablan sup ) al, pr i lo cual aumenté el rendimiento.

2.- En general, los rendimientos de los controles tanto f i como li fueron

menoras que los obtaenidos para los pacientes, debido a que los primeros se utilizaron en la
estandarizacion de la técnica.
3.- Una segunda reextraccién, con ! fin de eliminar exceso de protefnas, no es adecuada ya

que el imiento sa ve

disminuido, al grado de que se puede llegar a perder
por complato 1a mugstra do DNA.

4.- Se requiere tanto de Ja visualizacibn en el gel de apgarosa como del andlisis
espectrofotemétrico para tener una idea mas veraz de las condiciones en que se encuentra la
muestra de DNA.

5.- De acuerdo a los resultados obtenidos, puede concluirse que la técnica ha sido
estandarizada ya que se obtiene un DNA de buena calidad, con un buen rendimiento, por lo

d.

que es para 1as técni de biclogla molecular,
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