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l. INTROOUCCION 

El hombre siempre se ha preocupado por conocer cómo se encuentra y cómo se 

manifiesta la información genética contenida en las células. En 1857, Virchow observó por 

primera vez cromosomas humanos en células en división, aunque su naturaleza no fue 

reconocida entonces. Para 1885 ya se había aceptado que los cromosomas constituían la 

base física de Ja herencia. A partir de entonces se emprendió la tarea de determinar el 

número de los cromosomas y el mecanismo de determinación sexual en la especie 

humana.{1) 

El primer investigador fue Guyer, quien en 191 O reportó un número total de 22 

cromo;;omas en hombres y 24 en mujeres; además planteó que el mecanismo de 

determinación sexual era del tipo X~O. {2) Van Winiwarter concluyó que el número de 

cromosomas era de 48 en mujeres y 4 7 en hombres, y que el mecanismo de determinación 

sexual dependía de la presencia de uno o dos cromosomas X. En 1917, Weiman reporta la 

presencia de los cromosomas X y Y. (3,41 

Painter [1921·19231 dedujo correctamente el mecanismo XV de determinación 

sexual y concluyó que la mitad del esperma contenía cromosoma X y la otra mitad 

cromosoma Y. Sin embargo, planteó Que el número de cromosomas en el humano era de 

48. (4.51 

Durante las siguientes dos décadas ésto fue aceptado, hasta que en 1956 Tjio y 

Levan (6) demostraron que el número correcto era pe 46 cromosomas. Otras 

investigaciones apoyaron estos resultadosl7). 

De esta manera quedó establecido que el número de cromosomas en la especie 

humana es de 46 y que el mecanismo de determinación sexual es del tipo XV. 

En el humano, la presencia o ausencia del cromosoma Y determina el camino de la 

diferenciación sexuaHBI. Dentro de las enfermedades genéticas, el presente trabajo incluye al 



conjunto de enfermedades ocasionadas por defectos originados en e1 proceso de la 

diferenciación sexual. 

Para complementar este trabajo se incluye una revisión bibliográfica sobre el proceso 

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

Debido a la importancia que en los ú.ltimos años ha tenido la biologla molecular, en el 

Servicio de Genética del Hospital General de México SSa se vio la necesidad de dar un 

espacio a esta área con el fin de apoyar a la citogenética. Para ello se dio inicio con el 

banco de DNA. ya que la obtención de DNA es la base de las técnicas de biologla molecular. 

El objetivo general do c:ste tesis es elaborar un banco de DNA de pacientes con 

anomalfas de la diferenciación sexual en el Servicio de Genética del hospital general de 

México SSa. Los objetivos paniculares son los siguientes: 

1.- Complementar el trabajo experimenta\ con una revisión bibliográfica sobre el proceso 

normal de la diferenciación sexual, asi como de los padecimientos que se incluyen en este 

banco de DNA. 

2.- Estandarizar la técnica de extracción de DNA a partir de sangre periférica. 

3.- Realizar un análisis cuantitativo y cualitativo de las muestras de DNA obtenidas. 

4.- Emplear el DNA obtenido en técnicas de blologla molecular para fina·s tanto inmediatos 

como a largo plazo. 

5.· Dar inicio a un banco óu DNA p:'.!r:'.! postf:triormente incluir otro tipo de enfermedades. 
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11. MARCO TEORICO 

11.1 GENETICA MOLECULAR 

Hasta mediados del siglo XX, el estudio de las enfermedades hereditarias estaba 

basado en la genática clásica, la cual se concretaba a analizar a los individuos afectados 

mediante su historia clínica y familiar, el examen físico, algunos estudios de laboratorio y el 

análisis del árbol genealógico. Para los genetistas clasicos la unidad fundamental es un gen 

indivisible v abstracto, aunque el estudio detallado de su naturaleza e identidad física no es 

esencial. De aquí que sus teorías de los mecanismos de herencia y sus predicciones 

experimentales no dependan del conocimiento de las estructuras a nivel submicroscópico o 

molecular.(9) 

. En los años cincuentas, gracias a los grandes avances tanto en física como en 

química, fue posible estudiar a las moléculas biológicas por técnicas tales como la 

cristalografía de rayos X y el análisis cromatográfico de proteínas. Con el empleo de estas 

nuevas técnicas, en 1953, Watson y Crick determinaron la estructura de la molécula del 

DNA, lo cual permitió además explicar su duplicación. Con este hecho se inició la biología 

molecular.(3) Para ésta la unidad fundamental es una molécula química concreta, los 

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

cientos o miles de nucleótidos.(8) 

El estudio de los cromosomas a nivel del DNA provee una nueva perspectiva en la 

expresión del gen y puede permitir una correlación entre fenotipo y genotipo.(10) 

La biología molecular echa mano de métodos v herramientas empleados en otras 

disciplinas, como son los bioquímicos, trsicoquímicos, difracción de rayos X, m¡croscopfa 

electrónica, además de tener sus propias herramientas. La finalidad de esta área es: 1 J 

Explicar los mecanismos por los cuales cambia Ja información genética v se hace posible la 



evolución de los seres vivos, 2) explicar los mecanismos de regulación de la expresión 

genética, 3) decodificar toda la información contenida en el ONA, y 4) determinar la 

organización y dinámica molecular de los genomas.(11) 

El campo de la biologla molecular no puede estar aislado, sino que requiere del 

trabajo conjunto con el servicio de citogenética y con el área clínica. (12) 

En la década de los setentas hubo una revolución en la biologla molecular debida 

principalmente a la aparición de los m6todos de ONA recombinante. Estos métodos han 

llevado al aislamiento y caracterización de los genes de cualquier organismo y a la 

determinación de secuencias de ONA y de cualquier secuencia codificanto de protelnas. 

También ha sido posible el seguimiento de genes a través de familias v de cambios 

evolutivos. La habiiidad para aislo:or y :m:J!izer genes humanos ha tenido un efecto más 

profundo en el campo de la genética humana que en otras áreas de la biología, permitiendo 

el entendimiento de muchas enfermedades hereditarias a nivel molecular.(13) 

Las herramientas básicas que se utilizan en la genética molecular son las enzimas de 

restricción y las sondas. Tanto el ONA como las enzimas y las sondas pueden utilizarse en 

diversas técnicas como son la hibridización tipo Southern, PCR (reacción en cadena de la 

polimerasaJ, elaboración de bibliotecas genómicas o cromosómicas, genética inversa. 

ligamiento genético, entre otras. 

Existen dos categorías de mapas gen'1icos:l14) 

1) Mapas ffa1co•. basados en el ONA que conforma cada cromosoma. Incluyen mapas de 

restricción y clonas ordenaÚét!i <ltt una. \¡üiiot::;:::::. Uno nucl~a·H1 dff rffRtricción en particular 

cortara cualquier molécula de ONA, originándose una serie de fragmentos especificas 

denominados fragmentos de restricción. Comparando los tamaños de los fragmentos de 

restricción producidos de una región genética determinada después del tratamiento con una 

combin:ición de diversas nucleasas de restricciOn, puede construirse un mapa de restricción 

de esa región, mostrando la localización de cada sitio de cene lo sitio de restricción) en 

relación a sus sitios do restricción vecinos. Debido a que las diferentes enzimas de 
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restricción reconocen especlficamente una pequeña secuencia de ONA, un mapa de 

restricción refleja el arreglo de secuencias de nucleótidos especificas en la región. Esto 

permite comparar diferentes regiones de DNA (comparando sus mapas de restricción} sin 

tener que determinar sus secuencias de nucleOtidos. Los mapas de restricción también son 

importantes en la clonación del DNA, permitiendo la localización del gen de interés en un 

fragmento de restricción en particular. 

2, Mnpes de ligBllllento gen6tico. Se apoyan en la frecuencia de ca-herencia de dos o más 

caracterlsticas que actúan como marcadores genéticos y que difieren en el padre y en la 

madre.1141 Cuanto más próximos estén dos marcadores en un mismo cromosoma 

parental, con menos frecuencia se separarán sus alelos al intercambiarse DNA entre los 

cromosomas homólogos durante la meiosis. Asf, para precisar la distancia que media entre 

un gen de particular interés y un marcador, se correlaciona el patrón de herencia de sus 

alelos. Si en una familia afectada los individuos que desarrollan la enfermedad heredan casi 

siempre la misma versión del marcador, el gen mutante y el marcador se encontrarán en el 

mismo cromosoma y muy próximos. Se dice entonces que el marcador y el gen afectado 

están ligados.1151 Para hacer un mapa do ligamiento se requiere estudiar a múltiples 

miembros de una familia, asr como tomar en cuenta más de un marcador. Estos marcadores 

deben estar estrechamente ligados para dar resultados confiables.(16) 

El en61iaia por li;amiento constituye una herramienta muy importante para detectar 

padecimientos gendticos en los cuales no ha sido posible identificar al gen responsable {15). 

Se basa en la identificación de marcadores cercanos al gen afectado y en la frecuencia de 

ca-herencia de dos o mc\s de dstos, cada uno diferente en la madre y el padre, y con un sitio 

especlfico en el cromosoma. Tradicionalmente, estos marcadores eran genes cuya 

expresión se detectaba por medio de sus efectos. Recientemente ha sido posible utilizar, 

como marcadores genéticos, pequeñas secuencias de or..JA qua contienen un sitio de corte 

de nucleasas de restricción y que difieren entre los individuos: esta s~cuencia es 
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particularmente útil para el mapeo genético porque origina fragmentos de restricción 

polimórflcos de longitud variable IRFLP, por sus siglas en inglés) que pueden ser detectados 

por hibridización tipo Southern mediante una sonda complementaria. (14) 

La clonación de secuencias de DNA es la inserción de un fragmento de ONA 

genómico en un vector (segmento de DNA que tiene capacidad do replicarse y conservarse 

dentro de una bacteria). El ONA se somete a una digestión con endonucleasas de 

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

un gen con resistencia a un medicamento, dicho vector también se somete a una digestión 

con endonucleasas. En seguida, por acción de la ligasa, se efectúa la unión entre uno de los 

fragmentos del ONA genómico y el vector, obteniéndose la clona IDNA genómico de 1 a 40 

Kb m:i:> el vector}, la cu;:¡I so lntroduca al hu~spad apropiado, que generalmente es una 

bacter~a [E. coli ]. Se denomina insano al DNA clonado que se ha unido al vector y que se 

replica con la bacteria {13). 

La tecnología de ONA recombinante permite el aislamiento rutinario y el análisis ·de 

genes. 

Una biblioteca genómlca contiene todas las secuencias del genoma de un organismo 

en particular, incluyendo tanto a las que codifican como a las que no lo hacen {10). 

Una vez extraído el DNA, se digiere parcialmente con enzimas de restricción, 

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 

ast~n raprn&iintéida& 1Jaridb vucui> (13). 

De esta manera se generarán 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 plásmido recombinante con la misma 

secuencia de DNA genómico lnsenada. Asr cada plásmido contiene una clona oenómlca de 

DNA, mientras que toda la colección de plásmidos conforma una biblioteca de DNA 

genómico (14). 
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También es posible construir bibliotecas cromosoma-especificas, utilizando como 

fuente de inserción cromosomas separados fCsicamente o Uneas celulares hlbridas que 

contienen un solo cromosoma humano. La clonación de bibliotecas representativas de cada 

cromosoma humano es de gran importancia para la investigación de rearreglos específicos 

de cromosomas asociados con desórdenes genéticos v con neoplasias (10). 

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

incluyen el estudio del DNA humano y la elaboración de sus mapas de restricción. {13) 

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

llamada gen6dca inveraa. Esta pretende conocer la región aproximada del cromosoma en la 

que se encuentra el gen, a pesar de que se desconozca Ja función del mismo. La técnica 

consta de los siguientes pasos:t171 

1) Construcción de un mapa de la región relevante del genoma que contenga al menos tres 

marcadores: el gen blanco y otros dos marcadores que lo estén flanqueando. 

2) Caminata cromosómica para clonar todo el DNA que se encuentra en el intervalo entre los 

marcadores. 

31 Localización do ganes en el ONA clonado. 

4)Probar, por correlación, los genes candidatos con el gen blanco. 

51 Realizar pruebas de identidad entre el gen candidato y el gen blanco. 

Esta técnica ha probado su utilidad en Ja identificiación de los genes implicados en 

vañas enfermedades genéticas como la distrofia muscular tipo Ouchenne y tipo Becker, la 

enfermedad granulomatosa crónica, el retinoblastoma, la fibrosls qulstica, y Ja 

neurifibromatosis tipo I, entre otras. 116) 

Hay una gran variedad de t6cnlcaa pma detects mutadonea que se asocian a 

desórdenes genéticos. Estas mutaciones pueden ser de novo o bien haber sido heredadas 

durante varias generaciones. Una de las m~s empleadas os la tdcnica del oligonucleótido 

alel~especffico IASO). Esta permite identificar la mutación empleando para ello una sonda 

especlfica.(19) 
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La hibridización tipo Southem (20) se emplea para identificar secuencias especlficas 

de DNA, para las cuales se cuenta con sondas. A grandes rasgos, esta técnica consiste en 

lo siguiente: el ONA aislado se digiere con enzimas de restricción. obteniéndose diferentes 

fragmentos de ONA. Los fragmentos son separados, de acuerdo a su tamaño, por 

electroforesis en gel de agarosa. Para que el ONA esté accesible a la sonda, se hace una 

rdplica del gel, transfiridndolo a una hoja de nitrocelulosa o membrana de nylon. Bajo 

condiciones de hibridizaciOn, se incuba el papel con una solución que contiene a la sonda 

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

merces fluore~cente~). Po=teriormente, ~e hece un levedo pera eliminer le merca 

inespecffica. Por autorradiograHa, se detecta la secuencia complementaria a la sonda de 

DNA 11411F"og. 1). 

La tácnica de PCR amplifica de forma exponencial el ONA de una región seleccionada 

del genoma más de un millón de veces. Es un método extremadamente sensible, que puede 

detectar a una sola copia de una secuencia de ONA en una muestra. Consiste en lo 

siguiente: el DNA aislado se calienta para separar la doble cadena, y Ja muestra se enfrla en 

presencia de un exceso de dos oligonucleótidos {cada uno de 15 a 20 nucleótidos de largo] 

que han sido sintetizados químicamente para aparear secuencias ·separadas por X 

nucleótidos (donde X generalmente comprende entre 50 y 2000pbJ. Los dos 

cligonucloOtido:i funclcn:::n cerno ccb::dorc:; c:;pcc!ficc::: p::r:J l:i ::fntc::i::: d:: DNA in vitro, I~ 

cual es catalizada por una ONA polimerasa. y ellos determinan los extremos del 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 amplificación es de aproximadamente un millón de veces 122°1 (21 )(Fig. 2). 

Este método Ideado por Kary Mullis(22J a mediados de los ochentas, fue 

oñginalemente aplicado al diagnóstico prenatal de anemia de células falciformes(23J. Sin 
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embargo, en los últimos años, las aplicaciones de esta técnica se han diversificado de tal 

forma que abarca una gran variedad de muestras biológicas (sangre, cabello, semen, tejido 

incluido en parafina,etc.I asr como distintas disciplinas del conocimiento (genética, 

Inmunología, virologfa,biologra evolutiva, medicina forense, etc.I (24,25). 

11.2 BANCO DE DNA 

Para todas las técnicas de biologfa molecular se parte de un banco de DNA, por lo 

que es importante establecer qué es, cómo se elabora v cómo se maneja. 

¿Qué es un banco de DNA? 

Es una colección de muestras de DNA de pacientes y/o familiares, que permite 

realizar estudios moleculares prospectivos v retrospectivos. 

Propósito de un banco de DNA 

Análisis del DNA en familias afectadas por padecimientos genéticos para fines de 

confirmación de diagnóstico a nivel molecular, diagnóstico prenatal, diagnóstico 

presintomático y detección de portadores. 

Además el banco de ONA constituye un recurso invaluable para la investigación a 

nivel molecular de los desórdenes genéticos. (26) 

¿Cuáles desórdenes comprende? 

La mayorfa de los desórdenes 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 

qufstica, Corea de Huntington, distrofia miotónica, esclerosis tuberosa, distrofia muscular 

Ouchenne/Becker, inmunodeficiencias ligadas al X y hemofilias A y B. (26) 

Además puede incluirse cualquier padecimiento genético no monogénico y otras 

enfermedades para las cuales puedan aplicarse alguno de los propósitos antes mencionados. 

Tal sería el caso de leucemias, diabetes, artritis reumatoide, etc. 
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¿De qué miembros de la familia debe conservarse DNA7 

Esto depende dAl tipo de padecimiento en estudio ya que en algunos casos se 

requiere DNA de los familiares más cercanos, como es el caso de las enfermedades con 

patrón 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 únicamente se requiere la muestra del paciente, 

como en el sfndrome de Turnar. 

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

sanos femeninos v masculinos. 

Tipo dp muestra 

Ordinariamente la sangre venosa es la muestra más utilizada y más conveniente 

debido a su fácil obtención y al buen rendimiento que de ella se alcanza. 

Otros tipos do muestras que pueden cmplcnrso son los cultivos de fibroblastos y 

médula ósea. Además, se ha visto en necropsias que el hígado es una fuente rica de DNA 

cuando está fresco aunque se autolisa rápidamente. Otra opción es utilizar el bazo que no se 

autolisa tan rápido, pero no es tan buena fuente de ONA. (26) 

Con el surgimiento de la técnica de PCR se ha incrementado la variabilidad en el tipo 

de muestra además de que ha disminuido la cantidad requerida gracias a su alta sensibilidad. 

Algunas de las muestras que se pueden utilizar son: células de Ja mucosa bucal, gotas secas 

de sangre, y cabellos.(211 

Extracción de DNA 

Esta se realiza a panir de 20ml. de sangre, siguiendo la técnica modificada de la Dra. 

Gorodezky(27), la cual se analizará detalladamente más adelante. (Materiales y Métodos] 
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Identificación de la muestra 

Se debe asignar una clave con un número progresivo al microtubo que contiene a la 

muestra. 

Simultáneamente esta clave y número deben incluirse en un registro ya sea manual o 

por computadora donde además se deben anexar los siguientes datos: 126) 

- Nombre completo 

- Fecha de nacimiento 

- Dirección completa 

- Fecha de toma de muestra 

- Institución de procedencia 

- ldantiflcaciOn familiar 

- Datos clínicos 

- Estudios realizados: cariotipo, biopsias, ultrasonidos, etc. 

Servicio·investigación 

Es importante que el banco tenga un uso práctico inmediato además de los fines 

para la investigación a largo plazo. El uso práctico incluye cualquiera de los propósitos 

establecidos previamente. En el área de la investigación los estudios están encaminados 

hacia un entendimiento de la etiologla y del desarrollo de la enfermedad, asl como a una 

probable aplicación práctica a largo plazo. 

11.3 DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL Y PATOLOGICA HUMANA 

La diferenciación sexual puede dividirse en tres etapas consecutivas: cromosómica, 

ganada! y fenotípica.(281 

La diferenciación cromosómica inicia desde el momento de la fertilización cuando el 

espermatozoide aporta un cromosoma X ó Y y el óvulo un cromosoma X iniciándose el 
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dimorfismo sexual caracterrsltico de los mamrferos. De esta forma las hembras poseen dos 

cromosomas X y los machos un cromosoma X y uno Y normalmente, siendo el 

cromosoma V la principal señal determinante del sexo.(28) 

11.3.1 DIFERENCIACION CROMOSOMICA 

CROMOSOMA V 

El tamaño del cromosoma V es pequeño, constituye aproximadamente 2% de la 

longitud total del genoma haploide y contiene 4·6 x 107 pares de nucleótidos del ONA.(29) 

Presenta dos regiones, la primera de ellas es heterocromética y se ubica en la región de los 

brazos largos (esta región distal no se transcribe)¡ la segunda corresponde a una región 

eucromatica. que abarca todo el brazo corto y la región proximal del brazo largo.(8) La 

porción eucromática está en el orden de 2 x 1 Q7 pares de bases(29)(Fig. 3). 

El cromosoma Y posee una pequeña cantidad de genes activos, algunos de los 

cuales se relacionan con el desarrollo somático. Entre éstos se encuentran los que 

corresponden a la maduración esquelética~ crecimiento corporal, prevención de los estigmas 

del síndrome de Turner, desarrollo dental y espermatogénesis.(8) 

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

crftico del cromosoma Y en la inducción de la diferenciación testicular iildependientemente 

del nllmero de cromosomas X. A panir de entonces se inició la búsqueda del gen 

responsable de esta diferenciación. En 1966 se determinó que dicho gen se encuentra en el 

brazo corto de Vl30). 

Esto significa que el cromosoma Y codifica para un factor dominante indispensable 

para la masculinizaclón. En presencia de dicho factor, la gónada embrionaria indiferenciada 

se desarrolla como un testfculo en vez de ovario. La subsecuente diferenciación sexual 

masculina es una consecuencia de los productos hormonales del testtcuto (31 ). 
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Figura 3. Genes asignados al cromosoma Y. (s) 
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Debido a la naturaleza incierta del material genético del Y implicado en la 

determinación sexual, éste fue denominado como TOF (factor determinante de testlculol en 

el humano y como Tdy en su homólogo murino. Debe entenderse, sin embargo, que no toda 

la información genética requerida para la formación testicular está contenida dentro de 

TOF(Tdy, sino que todo el proceso de determinación sexual está bajo el control de una ruta 

genética. en la cual probablemente la mayorfa de los genes participantes son autosómicos o 

ligados al X.t171 

La primera hipótesis al respecto fue planteada por Watchel y cols. en 1975. En ésta 

se establecfa que TOF corresponde a H·Y, un anUgeno de histocompatibilidad masculino.(32} 

Esta hipótesis fue refutada al encontrarse ratones con testlculos que carectan de H·Y.(30) 

Con el fin de poder identificar v clonar a TOF se han revisado detaUad.xmente mapas 

del cromosoma Y. Han sido construidos tres tipos de mapas: mapas de delación a partir del 

analisis genómico de individuos con reversión sexual, varones XX y mujeres XY: un mapa 

meiOtico de la región pseudoautosómica compartida por ambos cromosomas X y Y; y un 

mapa de restricción de amplio rango que combina los dos primeros.(17) 

En 1986, Vergnaud y cols.(33) estudiando a varones XX elaboraron un mapa del 

cromosoma Y en el que defiriieron siete intervalos. 

Ast, dos conclusiones pueden ser inferidas de los mapas: primerO TDF se comporta 

como una entidad genética única y segundo TDF mapea en la posición distal del braza corto 

del cromosoma Y, adyacente a la región pseudoautosómica.(17) 

En 1987, Paga y cols. (34) intentaron caracterizar a TDF mediémlit un:. vb que no 

presupone la naturaleza del gen o de sus productos, esto es. haciendo uso de la llamada 

"'genética inversa• o, más descriptivamente definida como "'clonación posicional". 

Consideraron posible clonar el gen TOF en base a la determinación precisa de su localización 

cromosómica. Para ello emplearon los genomas de dos Individuos: un varón XX (LGL203) y 

una mujer XV tWHT10131. 
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El varón XX porta solo un fragmento del cromosoma Y correspondiente a los 

intervalos 1A1 y 1 A2 del mapa de Vergnaud. _Por otro lado, la mujer XV presenta una 

delación de 160kb. comprendidas entre 1A1 y 18. Con esto supusieron que la porción 

esencial do TDF reside en el intervalo 1 A2, el cual mide 140Kb. Clonaron esta porción e 

identificaron en ella una secuencia de DNA que incluye a pDP1007 y codifica para una 

protelna, presumiblemente el factor determinante de testfculo. Encontraron que esta 

protefna se conservaba en los mamlferos a lo largo de la evolución. Este gen fue 

denominado ZFYl34). 

Además, Pago y cols.{34) observaron que el inserto p0P1007 hibridiza fuertemente 

con un locus único en el cromosma X del genoma femenino tZFX). Postularon qua al ::cxo 

se determina por el número total de ZFX y ZFY que se expresan: una dosis única es una 

determinante femenina, mientras que una dosis doble 6 mayor es una determinante 

masculina, asumiendo que el locos ZFX está sujeto a la inactivación. 

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

similares. Todos los miembros de ésta poseen troco dominios de Zn, el cual es uno de los 

más altamente conservados en secuencias especificas de protefnas de unión a ONA en 

eucariontes, y es semejante a muchos factores de transcripción(35). 

Sin embargo, Investigaciones posteriores aportaron datos que eliminaron la hipótesis 

de que ZFY era TDF. 

Un hecho excluyente fue que en los marsupiales, las secuencias asociadas a Zr--Y no 

se localizan en los cromosomas X o Y sino en autosomas. Esto puede significar dos cosas: 

que el mecanismo de determinación sexual sea difierente en marsupiales y euterios, o bien, 

que ambos mecanismos sean idénticos y que entonces ZFY no sea TDF (36). 

El patrón de expresión generalizado de ZFY también fue inconsisitente con lo 

esperado para el gen TDFl35). 
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Por otro lado, Koopman y cols.(37) encontraron que en los ratones normales la 

expresión de Zfy· 1 y Zfy-2 está determinada por las células germinales, las cuales no se 

requieren para el desarrollo masculino. Además, en los ratones mutantes We/We el 

desarrollo testicular se da en ausencia de Zfy· 1 y Ztv·2 detectables, por lo que estos genes 

no pueden ser considerados como candidatos para TOF{Tdy. 

En 1988, Schnelder-Gádicke y cols.(381 demostraron inequlvocamente que et gen 

ZFX escapa al proceso de inactivación, eliminando con ello la hipótesis de que la 

detormlnación sexual era debida a un efecto de dosis. Para demostrar que ZFX no está 

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

el nivel de transcrpción de ZFX aumentaba con el número de cromosomas X presentes, 

sugiriendo que ZFX escapa a la inactivación .• 

Palmar y cols(39), reportaron cuatro varones XX que poselan secuencias del Y que 

no lnclulan a ZFY. Se propuso entonces que estos son varones debido a que en su genoma 

poseen TOF. De acuerdo a sus resultados, TOF se localiza próximo a la región 

pseudoautosómica a 60 kb. 

Todas las evidencias anteriores eliminaron a ZFY como TOF. Sin embargo, es 

probable que este gen tenga una función masculina especifica en la espermatogénesis, ya 

que se ha conservado selectivamente a lo largo de la evolución(35). 

Sinclair y cols.(40), profundizaron en el trabajo de Palmar y definieron una región 

de 35 kb de secuencias especificas inmediatamente adyacente a la región pseudoautosómica 

donde debe encontrarse TOF. La técnica empleada para encontrar esta región fue la 

caminata cromosómica. 

Para identificar TDF en la región de 35 kb, el ONA de esta región fue digerido 

empleando enzimas de restricción obteniéndose 50 fragmentos de 0.5·1 kb. Cada uno de 

éstos fue marcado radlactivamente para ser usado como sonda en transferencia tipo 

Southern. Se corrieron muestras de ONA de humanos (hombres y mujeres), murino 

(machos y hembras), bovino e hlbridos de hámster, junto con muestras de los cromosomas 
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X y Y. Se encontró que só1o un fragmento era único en el cromosoma Y y se conservaba en 

el genoma de los murinos y bovinos. Esta banda fue la pY 53.3, la cual fue denominada 

SRY (región determinante del sexo en el cromosoma Yl(40J. 

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

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

conservado en varias protelnas no hist6nicas relacionadas con HMG1 y HMG2 (grupo de 

alta movilidadll40l. 

Gubbay y cols. (37} demostraron que el homologo muJino Sry está presente en Sxr', 

la porción mínima del cromosoma Y en ratones que se sabe es requerida para la 

determinación sexual. Asi mismo, definieron una dcleción da Srv en una hembra mutante 

para Tdy. 

La expresión fetal de Sry también ha sido estudiada detalladamente en embriones de 

ratones amplificando el RNA de las crestas genitales por PCR. Estos estudios muestran que 

los transcritos de SRY/Sry están restringidos a la porciOn somática de dicha cresta uno a 

dos dlas antes del primor signo de formación testicular (41 ). 

Koopman y cols. 142) plantearon que la mejor forma de probar la función de 

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

contenido en un fragmento genómico de 14Kb lf741) da origen a desarrollo testicular normal 

en ratones transgénicos cromosómicamente femeninos, tanto en la etapa embrionaria como 

adulta. En dos casos, se observó testfculo en t1mbri~m::: cuyft cromatina sexual indicó una 

constitución cromosómica XX Ua constitución cromosómica fue asignada por tinciOn de la 

cromatina sexual de células amnióticas). Análisis· por hibridización tipo Southem, mostraron 

que estos dos machos careclan de secuencias Zfy y que eran transgénicos con muchas 

coplas de srv. Observaron QUG la formación del cordón testicular lprimer signo de desarrollo 

testicular a partir de las crestas genitales) era normal. Concluyeron que no todos los 

transgénicos XX muestran reversión sexual debido al mosaicismo o por efecto de posición 

en la expresión de Sry. 
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Dedujeron, en base a sus resultados, que Sry es el ünico gen ligado al Y requerido 

para dar origen al desarrollo masculino, por lo que propusieron que Sry es Tdy. Sry actlla 

por un periodo corto para iniciar el desarrollo testicular, esto lo debe hacer por interacción 

con otros genes, algunos de los cuales estarán implicadas en la regulación de Sry, mientras 

que otros serán blanco de Sry en la cascada de la diferenciación testicular. Todos estos 

genes deben mapearse en cualquier ouo sitio del genoma porque como ellos mostraron, Sry 

es el único gen ligado a Y requerido para el desarrollo masculino en ratones. Mutaciones en 

algunos de estos genes pueden explicar casos de desarrollo masculino en individuos XX que 

Ci:lrecen de SRY. do mujeres XV donde SRY está intacto y de hermafroditas verdaderos en 

quienes no se ha detectado SRY l42)(Fig. 41. 

Sena y cols.(43) realizaron estudios en mujeres XV con reversión sexual. En una de 

ellas se encontró una mutación de novo. Esta provocó un cambio conservado dentro del 

supuesto motivo de unión a DNA del SRY. La asociación de una mutación de novo con un 

nuevo fenotipo proporciona evidencia de que fenotipo y mutación están relacionados, po~ lo 

tanto SRY se requiere para la diferenciación sexual masculina. Oua mujer XY con reversión 

sexual presentó una mutación presente también en su padre. Hay varias posibles 

explicaciones para esta variante: 1 )la reversión sexual es debida a otros factores genéticos O 

ambientales; 2) podr(a pertenecer a una familia de genes ligados a X o a autosomas que 

prcdi:::onen a 1$1 reversión sexual; 3) finalmente podrJa causar directamente reversión de 

sexo y que el padre sea un mosaico para secuencia silvestre y la variante. Ambas 

mutaciones se encontraron en las secuencias relacionadas con HMG, por lo que 

potencialmente pueden afectar la supuesta capacidad de unión de la prote(na al DNA. 

Vincent R. Harley y cols.(44) realizaron estudios sobre la actividad de unión a DNA 

de SRY recombinante de varones normales y mujeres XV • La secuencia de SRY/Sry sugiere 

que puede codificar para una proteína de unión al DNA, siendo esto consistente con un 

papel como factor de uanscripción. La protelna producto de SRY/Sry contiene un motivo 
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que se encuentra en varias protelnas que se sabe o sospecha tienen actividad de unión a 

ONA. 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. 

localiztindose todas éstas dentro de la región que codifica para la caja HMG. La mayoría de 

estas mutaciones son de novo. Se realizaron estudios con las secuencias de SRY 

provenientes de 6 mujeres XY y so observo una disminución en la capacidad de unión a 

DNA. Los resultados coinciden en que la actividad reducida de unión al DNA contribuye a la 

reversión sexual, y qua la caja HMG se re~uiere para la unión al DNA, por lo que esta 

actividad es necesaria para el desarrollo testicular(44). 

Además observaron que SRY se une especificamente a la secuencia de ONA 

AACAfi,AG. pudiendo ser éste el sitio óptimo de unión de SRY(44). 

Por otra parte el gen SRV de la mayorfa de las mujeres XY estudiadas parecía 

normal. Es posible que éstas tengan mutacion(es) en SRY que no haya(n) podido Ser 

detectada(s) por la técnica empleada. va sea porque la mutación no haya sido identificada en 

una banda 6 porque no se haya encontrado en la región analizada. Alternativamente estos 

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

Tomando en cuenta la información obtenida a partir de estudios realizados tanto en 

humenos como "'" r~tonA~, AS muy probable Que SRY sea TDFC44) • 

CROMOSOMA X 

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

Henking describió "un elemento cromatfnico peculiar" que en la segunda división del 

espermatocito se retrasaba con respecto a los otros cromosomas durante la anafase. 

Debido a lo incieno de su naturaleza, lo llamó "X". Este fue estudiado por otros 

investigadores tanto en insectos como en diversos animales, estableciéndose as( su 

naturaleza. Fue McClung quien en 1902 propuso su papel en la determinación sexual 121. 
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La participación del cromosoma X en la determinación gonadal y gametogénica en 

ambos sexos es fundamental(28). 

El proceso de inactivación del cromosoma X no ha podido ser explicado 

completamente, pero se cree que resulta de una inactivación controlada en cis de la mayoría 

de los genes a lo largo del cromosoma. Esto implica que únicamente serán inactivados los 

genes del mismo cromosoma, sin afectar a los otros genes del otro cromosoma X {45). 

Hay dos formas de lnactivación del X. La primera se realiza en forma no al azar 

inactivándose preferentemente el cromosoma X paterno. Esto se lleva a cabo en tejidos no 

embriénicos {46}, 

El otro tipo de inactivaciOn sigue un patrón al azar, y ocurre en las células de masa 

interior, las cuales formarán las células somáticas adultas de la mujer. Este segundo tipo de 

inactlvaciOn inicia en la embriogénesis temprana (gástrula)(46). 

Es un hecho que las células germinales siguen un ciclo de inactivación y 

reactivación. Para que se lleve a cabo la meiosis es necesario que las células germinales se 

reactiven, pues se requiere la presencia de los dos cromo5omas X activos para el 

intercambio de información entre ellost46). 

El control de la inactivación del X puede enfocarse bajo 4 aspectos principalest47). 

1 J la Iniciación de la inactivación. 

2i Li p;cp:::Q?c;ól'\ del proceso de inactivación a lo largo del cromosoma. 

3) El mantenimiento del estado activo 6 inactivo a lo largo de la vida del animal. 

4) La reactivación del estado inactivo del cromosoma X en el oocito. 

Hay evidencias qua sugieren la existenc{a de un locus especifico requerido en cis 

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

Pruebas sobre la existencia del XIC surgieron a partir de trabaje:: realizados sobre 

translocaclones enue cromosomas X y autosómicos, ya que \lnlcamente un segmento era 

inactivado. En determinado momento del desarrollo, un XIC en cada célula recibe una señal 

que bloquea su función, mientras que el otro inicia su proceso de inactivaciónl491. 
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En el humano, el XIC ha sido mapeado en la banda Xq13. Brown y cols.(501 han 

;dentlficado, dentro de esta reglón, dos marcadores. Uno de ellos es el DXS12B: el otro ha 

rssultado especialmente interesante,. y corresponde al llamado XIST (transcritos especificas 

del X inactivo) que muestra un patrón especial, transcribiéndose activamente en el 

cromosoma X inactivo, y siendo inactivo en el cromosoma X activo. 

Existen algunos modelos acerca de la función principal de XIST en la inactivación del 

cromosoma X • Uno de ellos propone que el producto de XIST podrla ser una molécula que 

actúa en cis para causar im1ctivaci6n. El segundo establece que XIST podr'8 ser el sitio de 

XIC, el cual actúa conjúntamente con otro producto diferente para causar inactivación. Un 

tercero c~t9bl~e qua XIST act\la sobre XIC, de modo que XlC produzca 6 interactúe con 

moléculals) inactivadora(s). Es posible, sin embargo, que XIST no sea el centro principal 

sobre .el cual actúe la señal, sino que una molécula externa regulada por el desarrollo 

interactOe can XIC, causando la inactlvaciOn del X y como consecuencia de ésto se expresa 

XIST(481. 

El proceso que controla la inactivaciOn debe ser capaz de excluir a ciertos genes del 

cromosoma, al mismo tiempo que mantenga rigurosamonte estable la inactiva.con de otros. 

Hasta la fecha son varios los genes que se ha descubierto escapan al proceso inactivador de 

X,: como son MIC2 y Xg Uos cuales codifican para protefnas de superficie), el gen de la 

asteroide sulfatase, ZFX., A 159T y el mds recientemente descubierto RPS4X. Debe 

menciooaro.;;; ::;uf mi~mo A XIST que escapa también a la inactlvación, aunque no se expresa 

en el cromosoma X activo 145,51 l(Rg. 61. 

En el DNA de los vertebrados, una fracción de las citosinas en las secuencias C·G 

están metUadas debido a la existencia de una enzima metilante (metilasa). Una vez 

establecido el patrón de metilaciOn del DNA, cada sitio de metilación es heredado a la 

progenie. Un gen inactivo que contiene DNA metilado, usualmente pierde muchos de sus 

grupos metilo después de que el gen se ha activado(14). Hay evidencia que el proceso de 
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metilaclón tiene un papel en la inactivaclón. pero parece que esta mas involucrado en 

mantener la lnactivación que en la propagación misma. Se ha observado que los genes en el 

X inactivo tienden a estar altamente metilados en el extremo 5' de la región promotora(49}. 

Se ha visto que al tratar células con el agente desmetllante S·azacitidlna, se ocasiona una 

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

desmetllación, mientras que otros permanecen inactivos(47). 

ll.3.2DIFERENCIACION GONADAL 

Funcional y anatómicamente, la gónada está co"nstituida por dos partes(521: 

1 l Una Hnea celular germinal, la cual tiene membranas que impiden el paso indiscriminado de 

sustancias del plasma y fluido intersticial. En el ovario, lo que rodea a las células germinales 

es el folículo, mientras que en el testículo son los túbulos seminlferos. 

21 Células endocrinas que rodean a las células germinales. Las primeras secretan hormonas 

asteroides sexuales, hormonas proteicas y otros productos necesarios para el desarrollo de 

las células germinales. Hay dos tipos principales de células endocrinas en la gónada. Unas 

de ellas so encuentran inmediatamente adyacentes a las células germinales y son llamadas 

células granulosas en el ovario y células de Sertoli en el testfculo. Estas secretan 

principalmente estrógenos. Las otras se encuentran más distantes de laS células germinales 

y están separadas de éstas par medio de una membrana; estas células se conocen como 

teca o células Intersticiales en el ovario y célu\ati Jd Ui;·di; en ~' tastfculo. Estas secretan 

principalmente andrógenos. 

La diferenciación gonadal empieza a distinguirse alrededor de la 6a. a 7a. semana de 

vida intrauterina. La gónada indiferenciada se origina a partir de dos tipos de cólules: las 

células somáticas de origen mesodórmico y las células germinales primordialeslCGP)(53). 
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La gónada Indiferenciada consiste de una cresta mesonéfrica primordial con varios 

componentes: epitelio celómico· que es precursor de las células de Sertoli y granulosa. 

células estromáticas mesenquimatosas precursoras de la teca y las células da Leydig, Y 

cdlulas germinalesl52l. 

Aproximadamente en la 4a. semana de vida intrauterina las CGP migran desde el 

endodermo del intestino hacia su destino final: si bien se desconoce el factor ó factores que 

tas gufan. es claro que las células somáticas ubicadas en la región de las crestas genitales 

emiten y /ó tlenen señales especificas que las atraen a esta región urogenital. 

Inmediatamente Inician un proceso de proliferación que ocurre simultáneamente con la 

proliferación de las células somáticas mesenquimatosas y del epitelio celómico que bordea a 

esta región, dando lugar a la formación del blastema gonadal(28~ • 

. La gónada Indiferenciada se puede diferenciar entonces en testículo ó en ovario. La 

transformación de gónada a testfculo ocurre entre los 43 a 49 dfas, y esta controlada por 

TOF. La diferenciación ovárica ocurre más tarde(54). 

La diferenciación sexual normal se lleva a cabo mediante una cascada de eventos en 

donde cada paso es dependiente dol ;;interior. Todo lo anterior da por resultado la 

diferenciación de las gónadas. de los genitales internos y externos y por tanto la asignación 

de caracteres sexuales secundarios(55). 

Cuando las células germinativas llevan los cromosomas XV, inducen la diferenciación 

de la gónada a testfculo. En la sexta semana de gestación empiezan a formarse los tubúlos 

espermatogénlcos seguidos de una diferenciación de las células de Sertoli en lu :;~j)tima 

semana y de las células de Leydig de la Ba. a la 9a. semana. En este momento el testículo 

ya es reconocible; les céluas germinales se encuentran dentro de la médula, mientras que la 

corteza, incluyendo sus células de Leydig, ha sufrido una regresión. Para esta diferenciación 

no se requiere de andrógenos ni de la influencia de ninguna otr;;i hormona(52). El testículo 

realiza dos funciones primordiales(55). 
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1) Las células de Leydig producen la testosterona; ésta, de manera conjunta con el test(culo, 

induce el desarrollo de los conductos de Woltt 6 mesonéfricos. 

2) Las células de Senoli sintetizan una protefna, hormona antimülleriana (HAM), que junto 

con el testfculo no permite la evolución de los conductos de Müller 6 pararriesonMricos, los 

cuales involucionan. 

Cuando las células germinales presentan un complemento cromosómico XX, inducen 

la diferenciación de la gónada a ovario. Las oogonias se originan a partir de las células 

primordiales. Estas entran a mitosis hasta la semana 20-24. Desde la semana 8·9 Y hasta 

los seis meses después del nacimiento, algunas oogonias inician la meiosis (oocitos 

primarios) misma que queda suspendida en la primera profase hasta la maduración soxu;JI 

del individuo. Desde el comienzo de la oogénesls se inicia un proceso de degeneración de los 

oocito$. Al mismo tiempo que se inicia la meiosis, el ovario primitivo empieza a sintetizar 

hormonas estrogénicas, las cuales pueden contribuir a su diferenciación más tarde(52). 

11.3.3 DIFERENCIACION FENOTIPICA 

La diferenciación fenotfpica comienza alrededor de la octava semana de vida 

intrauterina, y como consecuencia de las diferencias anatómicas y funcionales de las 

gónadas empieza el desarrollo del fenotipo masculino 6 femenino del embriónl53). 

La diferenciación de los duetos genitales y de los genitales externos requiere de 

señales hormonales especificas de la gónada para producir el fenotipo masculino. Sin tales 

señales resultará el fenotipo femeninol53). 

Durante la etapa sexual indiferenciada 13 a 7 semanas) se desarrollan dos duetos 

genitales en cada lado. En el hombre, en las semanas 9 y 10 el crecimiento y diferenciació.n 

de los conductos de Woltf, es inducido por la testosterona. originándose as( el conducto 

deferente, el epidídimo, la vesícula seminal y el conducto eyaculadcr. finalizando esto en la 

semana 12(52). Los conductos de Müller sufren una regresión en las semanas 7 a B. casi al 

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

28 



una glicoproteCna, la hormona antimüfferiana, la cual causa atrofia de los duetos mOlterianos. 

Esta hormona también inicia el descenso de los testfculos hacia et área inguinal 152). 

Al mismo tiempo que se inicia el desarrollo de los conductos de Wolff, los genitales 

externos inician su diferenciación. Estos se derivan del tubérculo genital, prominencias 

genitales, pliegues genitales y seno urogenital. La testosterona debe ser secretada a Ja 

circulación fetal y subsecuentemente convertida a dihidrotestosterona dentro de estos 

tejidos para que ocurra esta diferenciación. Con la estimulación androgánica, el tubérculo 

genital crece y se transforma en el pene¡ las prominencias genitales se pliegan y fusionan 

constituyendo el escroto, los pliegues uretrales se agrandan y forman la uretra peneana y el 

cuerpo esponjoso, y el seno urogenital da origen a la glándula prostática (53,55HFJg. 6). 

En la mujer, tos conductos de Müller se desarrollan debido a la ausencia de HAM. 

Posteriormente, las granulosas producen HAM, sin embargo, ésta ya no causa regresión de 

los conductos. Por lo tanto, éstos crecen y se diferencfan en las trompas de Falopio en su 

parte superior, mientras que en la parte inferior forman et útero, cérvix y pane superior de la 

vaginal52). Los conductos de Wolff sufren una regresión, debido a que no hay estfmulo de 

la testosterona(531. Todo este proceso no requiere de hormonas ováricas. Los genitales 

externos comienzan a diferenciarse en las semanas 9 y 1 O; éstos se desarrollan sin una 

influencia hormonal significativa. Los primordios de tos genitales exterños darán origen a 

otras estructuras: el tubérculv ijür:.l~I si clftoris, los pliegues genitales a los labios menores, 

las prominencias genitales a los labios mayores, y el seno urogenital a la porción inferior de 

la vaginal521(Fig. 71. 

Se puede concluir que la tendencia natural del ombrión, desde el punto de vista de 

diferenciaclOn saxuat, es hacia la feminización ya que el proceso de masculinización requiere 

de un sistema inductor complejo con múltiples mecanismos de regulación(53J. 
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Defectos que ocurren a lo largo de la diferenciación sexual durante la vida 

embrionaria ocasionan alteraciones que corresponden a un conjunto de enfermedades 

especificas. Estas pueden presentarse a nivel cromosómico, como es el caso de los 

Síndromes de Turnar y disgenesia ganada! mixta, o bien a nivel gonadal, en donde el sexo 

cromosómlco y gonadal del individuo no corresponden, como el caso del hermafroditismo 

verdadero. de varones XX y de mujeres XV (28}. 

11.3.4 SINDROME DE TURNER 

En 1938 Henry Turnar (56} describió, por primera vez, un síndrome de infantilismo 

sexual, cuello alado congénito y cubitus vslous en stete pacientes femeninos cuyas edades 

fluctuaban entre 15 y 23 años. 

Cabe mencionar que ya en 1 930, Ulrich habfa descrito a pacientes con 

características similares. Sin embargo, no las relacionó con la ausencia de caracteres 

sexuales, va que el grupo comprendía sólo a prepllberes{55}. 

En 1940, A\brfght y cols. y Varney y cols. encontraron niveles elevados en la 

excreción de gonadotrofina en orina y muy bajos niveles de estrógeno en pacientes 

adolescentes y adultos afectadosl55}. Cuatro años mas tarde, Wilkins y Fleischmann(57) 

describieron las gónadas de estas pacientes por primera vez. ObservarOn que en lugar de 

ovarios habla cintillas bilaterales de tejido conectivo y ausencia de células germinales. 

Poleni y Wi\kins en 1 954 encontraron que las pacientes con slndrome de Turnar eran 

cromatina X negativa, es decir, el corpúsculo de Barr estaba ausentet55}. 

Las bases cromosómicas del sfndrome fueron establecidas en 1959 por Ford y 

co1s.l58) cuando estudiaron a una paciente de 14 años. Estudios citogenéticos realizados 

en ella demostraron una constitución cromosómlca 45,X. 

En 1976 quedó establecido Que los esligmas do Turner eran causados por la 

presencia de una sola copia del brazo corto del cromosoma X (591. 
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Se han seguido realizando estudios sobre el srndrome de Tumer enfocándose 

principalmente a su etiologla y a posibles tratamientos que permitan al paciente el 

desarrollo de caracteres sexuales secundarios. 

FRECUENCIA 

Este síndrome se presenta aproximadamente en 1 de 2500 recién nacidas vivas, 

considerando el fenotipo y todos tos cariotipos posíbles(28,55}. En general no es 

hereditario, por lo que en mujeres Que ya han tenido una hija con el síndrome, el riesgo de 

tener otra hija afectada, un aborto ó nacida muerta can ésta 6 con otras anormalidades 

cromosómicas, no se ve incrementado. 

CONSTITUCION CROMOSOMICA 

Existe variabilidad en la constitución cromosómlca de las pacientes. Para cada una 

de fas cuales se teportan frecuencias diferentes: (55) 

~ 

45,X 

45, X/46, XX 

45, X/46, XX/47, XXX 

45, X/47, XXX 

Y otros. 

45, X/46, Xi(Xql 

46, X delCXp) 

46,Xr(Xl 

46, Xl(Yq) 
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FRECUENCIA% 

55 

10 

20 

5 

5 
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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 1 o 11 bien sea en el 

óvulo o en el espermatozoide. Por un lado, un óvulo portador únicamente de autosomas 

puede ser fecundado por un espermatozoide portador de un X, o bien un Ovulo normal 

puede ser fecundado por un espermatozoide carente de cromosoma sexual; en ambos casos 

el 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 anterior al reportar una relación 

poco mayor a 2:1 entre el Xmaterno y el Xpaterno (59,60,61 ). 

2) En caso de mosaic1smo, éstti tis debido a errores en mitosis postcigóticas, como 

una no diSyunción mitótica o la pérdida de un cromosoma sexual por retraso en la anafase 

durante la primera división mitótical61 }. 

3} En caso de alteración estructural del cromosoma X. La proporción en cuanto al 

origen paterno o materno de estas alteraciones es similarl59). 

MANIFESTACIONES CLINICAS 

El srndrome de Turnar comprende pacientes fenotlpicamente femeninas, que tienen 

en común talla baja, infantilismo sexual, asf como una gran variedad de anomalfas somáticas 

asociadas(61 }. 

En general los pacientes con stndrorna da Turner prt'!~Antan talla baja. En México, el 

promedio de estatura final es de 137.6.±.5.8 cm. según estudio de Armendares y 

Salamanca(55l. En otro estudio realizado en el Hospital General de México SSa, se reportó 

una estatura final de 1.32mt62J. Esta talla final se ve afectada también por factores 

ambientales. además de los genéticos. 

Los genitales externos son de tipo infantil, observándose vello púbico muy escaso, 

labios mayores hipopigmentados. labios menores casi imperceptibles y ligera hipertrofia del 

clitoris(55). El desarrollo de caracteres secundarios esta 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 espontáneas. Las glándulas mamarias están poco o 

nada desarrolladas, el vello axilar está ausente y no presentan ensanchamiento de 

caderas(61 ). 

Internamente los duetos genitales son de carácter femenino pero inmaduros. Se 

encuentran largas fibras defectuosas de tejido conectivo, paralelas a las trompas de Falopio, 

que consisten en estroma fibroso similares a las encontradas en el estroma ovárico, aunque 

carecen de folrculos primordiales. La matriz, la parte superior de la vagina y las trompas de 

falopio se encuentran poco desarrolladas(61 ). 

ALTERACIONES SOMATICAS ASOCIADAS 

Las caracterlsticas craneofaciales en el síndrome de Turnar son una cara triangular. 

ptosis, epicanto bilateral, abatimiento de las comisuras labiales, micrognatia e implantación 

baja de los pabellones auricularesl61 ). 

El cuello. parece ser ancho y corto, con pterigum e implantación baja de cabello. El 

cuello alado es propio de edades mayores del lactante, ya que en el recién nacido se 

encuentra piel redundantel60). 

Ordinariamente el pecho es ancho, en forma de escudo o tonel. La presencia de 

cubitus valgus es un signo característico, asl como los nevas pigmentadosl551. 

Se han visto algunos d.esórdenes asociados con el tracto genitourinario, 

anormalidades esqueléticas, enfermedades autoinmunes y cardiovasculares, destacando, por 

su elevada frecuencia, la coartación de la aorta(60). 

El retraso mental en las pacientes con el síndrome de Turner generalmente se 

presenta cuando hay una anormalidad cromosómica adicional. Se han realizado estudios 

sobre la conducta social de pacientes con síndrome de Turnar, cuyos resultados indican ciue 

hay una diferencia mínima o no la hay en desviaciones sicopatológicas y en conflictos 

socialesl63). 
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CANCER 

Individuos con sfndrome de Turnar tienen un alto riesgo, mayor que la población en 

general, de generar tumores en el sistema reproductivo (gonadobastomaJ. Esto se asocia a 

mosaicos en que está presente el cromosoma Y. El riesgo parece incrementarse 

sustancialmente cuando se elevan las gonadotropinas(60). 

El riesgo de gonadoblastoma en individuos 45X/46XY puede aumentar un 25% 

alrededor de los 30 años. A estos pacientes se les deben remover sus gónadas atrofiadas 

antes de iniciar la escuela, para evitar tanto una masculinización como una degeneración 

maligna tumoral. Ambas estrlas deben ser removidas, pues es alto el riesgo da tumores 

bilateralesl60). 

DIAGNOSTICO 

En un recién nacido se sospecha del sfndrome de Turnar al observarse talla baja, 

linfedema de ples y manos, y piel excesiva en cuello. En niñas el diagnóstico clínico se 

realiza al presentar corta estatura, junto con algunos de los estigmas asociados ya 

mencionados. Amenorrea primaria primaria en edad adolescente hace sospechar sobre el 

slndromel60). 

El diagnóstico confirmativo es el análisis de los cromosomas, que generalmente se 

realiza a partir de cultivos de linfocitos de sangre periférica(61 l. 

Es importante Identificar mosaicos 45X/46XY dada la imponencia que revista la 

presencia del Y. Es necesario combinar las técnicas citogenéticas con técnicas moleculares 

con el fin de obtener resultados óptimos. ya que se ha visto que las primeras pueden ser 

insuficientes. Tal es el caso da los pacientes 45,X que presentan una seounda llnea celular 

con un cromosoma marcador (46,X + mar) cuya naturaleza cromosómica es indispensable 

determinar. En muchas ocasiones con las técnicas citogenéticas no se logra detectar 
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material del cromosoma Y por encontrarse en muy pequeñas cantidadest64). Una 

combinación de técnicas citogenéticas y moleculares utilizando hibridizaclón in situ para 

marcadores especfflcos de1 Y, es de gran utilidad para su identificación. 

CONSTITUCION CROMOSOMICA 45, X 

Mediante estudios realizados en embriones y fetos muertos se ha determinado que el 

genotipo 45,X tiene una alta letalidad intrauterina. Un 99% de los embarazos con producto 

45,X se abortan espontáneamente(59,60,65). 

La proporción de muerte fetal y de embriones entre un genotipo 45,X y un mosaico 

45,Xl46,XX es de 13.S a 1. Una posible e><plicaciGn e:: que los mosaicos tienen una 

e><presi6n fenotípica del genotipo mas leve por lo cual se encuentran menos asociados a 

muertes fetales y embriónicas. En contraste a lo anterior, en nacidos vivos e individuos 

mayores con genotipo de síndrome de Turnar la proporción es de 3.6 (45,XJ a 1 145, Xl46, 

XXJ<65). 

Con el fin de explicar el elevado porcentaje de genotipo 45, X, Hook y 

Warburton,(65} sugirieron la posibilidad de que todos los fetos 45, X que logran sobrevivir al 

nacimiento son realmente mosaicos crfpticos para una llnea celular normal en algún órgano o 

tejido en el cual es necesario que haya la doble dosis del cromosoma X lo' un X y un YJ para 

lograr la sobrevivencia fetal. 

Varios investigadores han apoyado esta hiµóto:l:. En 1 990. HeJd y cols.(66) 

realizaron estudios citogenéticos y moleculares, los cuales apenaron información para 

corroborar la hipótesis de un efecto fetoprotector debido a la presencia de un locus o loci de 

un segundo cromosoma se><ual (X o Y} • En los resultados que obtuvieron trabajando con un 

grupo de 87 pacientes con stndrome de Turner se vio notablemente disminuido el porcentaje 

da carlotlpo 45,X al mismo tiempo que el porcentaje de mosaicos aumentó 

considerablemente, respecto a otros estudios con los cuales se compararon resultados. El 

Incremento se atribuyó a la detección de una segunda Unea celular que contenfa pequeños 
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cromosomas marcadores en pacientes que se consideraban 45,X. Esto tos llevó a 

determinar que la detección de mosaicismo cromosómlco depende de varios factores como 

son el mlmero de células examinadas, mímero y tipo de tejido examinado (Held Y cols. 

trabajaron con piel, cultivo de fibroblasto gonadal y/o sangre perifárica) y técnicas de cultivo 

empleadas, entre otras. 

En este estudio, sin embargo, 20-26% de los pacientes permanecla con un genotipo 

45, X. Held y cols. consideraron que la razón por la cual estos individuos escapan al aborto 

puede explicarse en base a algún mosaicismo embriónico presente en un órgano en el cual 

es necesario para la sobrevivencla, a pesar de que no se exprese en el tejido estudiado, o 

bien puede deberse a un embrión mosaico y una subsecuente pérdida de la segunda Unea 

celular por una selección in vivo durante el dosarrollo embrionario. Concluyeron, en base a 

estudios in vivo e in vitro, que la pérdida de la segunda línea celular era debida a una 

selección por la Inestabilidad de Jos cromosomas marcadores{66). 

Thaddeus y cols. en un articulo reciente(67), apoyan la hipótesis de Hook. 

Describen el caso de una mujer embarazada a la que a las nueve semanas de gestación se le 

practicó un diagnóstico prenatal por cultivo de vellosidades coriónicas. El cariotipo obtenido 

fue da 45,X(65%1/46,X.r(Xll35%). La pareja dacidiO terminar con al embarazo a las 14 

semanas. Cultivaron células del pericardio y músculo del feto para estudios citogenéticos, 

obteniendo un cariotipo de 45, X en 95% de las células y de 46.Xr(XJ en el restante 5%. 

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

era de origen paterno. Por los resultados obtenidos, concluyeron que existe una ~rdida 

gradual del cromosoma anular durante las divisiones celulares. Consideraron que de no haber 

sido interrumpido el embarazo, éste hubiera llegado a término resultando una niña con 

severas manifestaciones clínicas del síndrome de Turnar cuyo cariotipo se esperarla fuera 

45, X. 
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Postularon que abortos durante el segundo trimestre y niñas nacidas vivas con 

cariotipo 45,X representan concepciones donde el segundo 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 cromosómico presente y el momento durante el cual se perdió. Sugieren que la 

pérdida no es debida a un proceso de selección sino a su inestabilidad en la división celular, 

característica común de los cromosomas en anillol67J. 

TRATAMIENTO 

El tratamiento para las pacientes con este s(ndrome está dirigido hacia un intento 

de aumentar la estatura, corregir las anomalías somáticas e inducir los caracteres sexuales 

secundarios y la menstruación(61). 

FERTILIDAD 

Se ha reponado fertilidad en pacientes con síndrome de Turnar. si bien son casos 

raros. Ocurre principalmente en mujeres que pasan por la pubenad de manera espontanea, 

siendo factible que éstas experimenten una menopausia temprana y que tengan un mayor 

número de embarazos anormales, los cuales incluyen abonos asf · como niños con 

anormalidades cromosOmicas (aproximadamente en una tercera pana). Se ha reportado que 

mujeres Tumer tienen hijas Turnar que también presentan mosalcismo, y lo mismo ocum~ 

con madres que tienen delaciones del cromosoma X (60). 

ETIOLOGIA 

El fenotipo Turner es consecuencia de la presencia de un sólo cromosoma X activo, 

ya que se requieren los dos cromosomas X activos durante las primeras semanas de vida 

Intrauterina. Estos tambidn son indispensables para que la oogonla entre en meiosis y 

pueda llevarse a cabo el desarrollo normal del ovario. Se ha sugerido que una monosomra 

39 



presente en las células germinales y en los oocitos de embriones femeninos humanos 

carentes de un cromosoma X, puede llevar a la degeneración de los oocitos y 

secundariamente a una disgenesia ovárica 168). 

El sfndrome de Turnar se asocia generalmente con la pérdida de un cromosoma 

sexual y se cree que es el resultado de una dosis única de un gen o genes presentes tanto 

en el cromosoma X como en el V (69l. Se piensa que más de un gen puede estar implicado 

en la aparición de los estigmas de Turnar, enue éstos sa han sugerido el gen XIST y el gen 

RP54X(51). 

En 1990 Fisher y cots.(691 aislaron dos genos. uno en el cromosoma X (RPS4XJ y 

el otro en el Y (RPS4Y), los cuales codifican para isoformas de una protetna ribosomal 54. 

Esta es una de las aproximadamente 33 prote{nas encontradas en la subunidad pequeña del 

ribosoma. El gen RPS4Y se localiza en la porción distal del brazo corto del cromosoma V: 

mientras que RPS4X, que escapa a ta inactivación, se localiza en la banda Xq 13.1 del brazo 

largo del X. cercano a XIC • Cada uno codifica para una protefna de 263 residuos de 

aminoácidos. Estas protefnas tienen una homo\ogfa de 93% difiriendo llnicamente en 19 

residuos. Son altamente transcritas ya que se han encontrado en una amplia variedad de 

ltneas celulares y tejidos tanto en hombres como en mujeres. Los transcritos de RPS4X 

están presentes en todos los tejidos masculinos y femeninos. Es posibtO que las isoformas 

codificadas por X y Y, aunquu pu<ld::n ~l?r grandemente intercambiables, sean 

funcionalmente diferentes de alguna manera. La información sobre RPS4X apoya la 

observación de que los genes que escapan a la inactivación puedan tener un homólogo en el 

cromosoma Vl69). 

Estudios rna1iu;.dos en dos tipos de mujeres XV han apoyado la hipótesis de 

Ferguson-Smith170), El primero corresponde a mujeres XV con disgenesia ganada! que no 

presentan ningún estigma de Turnar, las cuales poseen un cromosoma Y casi intacto. El 

segundo corresponde a mujeres XV que presentan disgenesia gonadal asi como algunas 

anormalidades somáticas caracterfsticas del sfndrome de Tumor. Estas últimas presentan 
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delaciones en el brazo corto del cromosoma Y. Comparaciones fenotípicas y genotípicas 

entre ambos tipos sugieren que las delaciones Yp en las mujeres Turnar XV incluyen uno o 

más genes cuya presencia previene las caracter(sticas extragonadales del síndrome. El 

fenotipo Turnar, o al menos sus componentes extragonadales, son probablemente el 

resultado de la presencia de una en vez de dos copias de un gen o genes comunes a los 

cromosomas X y V. Fisher y cols. sugieren que la haploinsuficiencia de RPS4Y y RPS4X 

da por resultado algunos o todos los estigmas de Turnar. Para explicar aquellos casos de 

pacientes Turnar con delaciones de Xp o isocromosomas de Xq, Therman y Susman (19901 

han propuesto que los genes de Turnar escapan a la inactivación en cromosomas X Intactos 

pero astan propensos a la inactivación en cromosomas con :morm:?lidedes estructuralesl71 ) • 

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

ribosomales puedan producir algunas de las anormalidades anatómicas del síndrome de 

Turnar. Mencionan un precedente encontrado en Drosophila, donde han resultado diferentes 

fenotipos debido a deficiencias en proteínas ribosomales Individuales. Moscas heterocigotas 

para mutaciones Minute muestran desarrollo larval retardado, viabilidad disminuida, talla 

reducida, fertilidad disminuida y otras anormalidades somáticas especificas. Al igual que en 

el fenotipo de Turnar, estos fenotipos Minute han sido caracterizados como 

haploinsuficiencias. Algunos, sino es que los 50 toci Minute en Orosophila codifican para 

proteínas ribosomales. En base a lo anterior, Fishttr v coib. postulan qu::; el !:::notipo d~ 

Turner puede ser resultado, al menos en parte, de niveles reducidos de la proteína ribosomal 

RPS4. Niveles disminuidos de RPS4 podrCan retardar el grado de ensamblaje ribosomal, lo 

cual reducida la sfntesis proteica. Los niveles de síntesis de proteína varlan notablemente 

entre los tipos de célula5, tejidos y etapas de desarrollo en el humano(69). 
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11.3.5 DISGENESIA GONADAL MIXTA 

Es un sfndrome relacionado a anormalidad en la diferenciación sexual Y que se 

caracteriza por la presencia de tejido testicular (normal, dlsgenético o tumor testicular} en un 

lado y una gónada estriada (no gónada) del otro lado (72). 

Aunque un número de pacientes intersexuales con desarrollo ganada! asimétrico ya 

hablan sido descritos antes de 1963, la disgenesia gonadal mixta fue la primera en ser 

definida claramente por Sohv::il '10 ese mismo afta. Sohvall73) hace mención de un nuevo 

grupo de pacientes con anomaHas sexuales con suficientes rasgos cHnicos y anatómicos en 

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

cuyo fenotipo era masculino o femenino, genitales con elementos de ambos sexos, con una 

gónada estriada de un lado y un testículo del otro y cromatina negativos. Propone el 

nombre de disgenesia gonadal mixta o atípica. 

CONSTITUCION CROMDSOMICA 

La mayoría de los pacientes presentan un cariotipo 45,X/46,XY (74,75,76} seguido 

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

negativa. No se ha encontrado ninguna correlación enue cariotipo y fenotipo(74), va que se 

ha visto que la expresión fenotípica del cariotipo 45,X/46,XY puede variar desde una mujer 

con infantilismo sexual tipo Turnar hasta un hombre con estatura baja con características 

masculinas y endocrinológicamente normal(77). 

CARACTERISTICAS CLINICAS 

Presentan genitales externos ambiguos en una amplia variedad, que van desde una 

hipertrofia de clítoris hasta una ligera hipospadla. Es sumamente raro que los genitales sean 

puramente femeninos o masculinos. Fuera de estas características, su apariencia rrslca es 

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

principalmente en aquellos pacientes que presentan un tumor, y 

menstruaciónl61 ). 

aparece la 

Los rasgos clJnicos caen dentro de tres fenotipos(77). Los dos primeros 

corresponden a mujeres Turner, unas con caracterfsticas masculinas y otras no. En estos 

dos casos pueden presentarse a1gunos de los estigmas trpicos del sfndrome de Turnar, 

como pueden ser corta estatura, tórax. en escudo, ptarigium colli, implantación baja de 

cabello, nevas pigmentados, cuello alado, entre otros, asr como algunas anomaUas 

cardiovasculares y renales(74). Dentro del grupo que no presenta mascu\inización, las 

pacientes presentan invariablüm::nte corta estatura e infantilismo sexual, mientras que 

pueden o no presentar otros estigmas de Turnar. En el otro grupo, fas pacientes presentan 

consistentemente un testlcufo unilateral y estrfas contralateralos intraabdominales. La 

clitorimegalia prepuberal usualmente se ve aumentada durante la pubertad y está 

acompañada por hirsutismo. El último fenotipo comprende Individuos con ambiguedad 

genital franca y el testk:ulo unilateral descendido en el escroto(77). 

La deficiencia funcional debida al desarrollo gonadal anormal, se expresa como una 

producción y/o acción Incompletas de la HAM y de la testosterona. Debido a ésto hay una 

inhibición incompleta persistente en el desarrollo mülleriano y una difereñciación incompleta 

de los derivados Wolfianos, asf como una virilización parcial de los genitales externos, 

ocasionando una asimetria tsn gar.it::!es '!JC'fAmos e internos(74}. 

Aunque el testfcu1o unilateral es intraabdominal, a veces puede estar situado en el 

canal inguinal o incluso en el escroto, mostrando un grado de diferenciación variable, que 

puede ser desde rudimentario hasta casi normal. En la mayorfa de los pacientes se han 

encontrado tromp:is de Falopio bilaterales, r. ,>eser de la presencia del test(culo. En algunos 

casos se encuentran vasos deferentes y/o epidfdimo. En todos fas casos se encuentra un 

útero rudimentariol741. 
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En el otro lado se encuentra una gónada rudimentaria tipo cintilla, parecida a la del 

síndrome de Turnar, o bien puede no encontrarse ning(m tipo de gónada. En ambos casos la 

gónada estriada muestra principalmente tejido conectivo ondulado o en espiral, dando la 

apariencia de un estroma ovárico: además de dsta, en la disgenesia gonadal mixta se 

observan frecuentemente estructuras tubulares as( como acúmulos de cálulas 

granulosas(74). 

TUMORES 

Es muy frecuente la aparición de tumores malignos, como el gonadoblastoma y 

disgerminoma(74). Los pacientes que presentan gonadoblastomas muestran caracterlsticas 

muy particulares: presentan una frecuente virilización en la pubertad, poseen una gónada 

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

generalmente no presentan los estigmas de Turnar, alcanzando frecuentemente una altura 

normal(78}. El cariotipo más comúnmente encontrado es el 45, X/46, XV(74). 

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO 

La disgenesla gonadal mixta puede detectarse al momento del nacimiento debido a la 

ambiguedad de genitales externos. Sin embargo la mayoría de los casos son detectados en 

edad adulta(74). Debe pensarse seriamente en una OGM cuando se encuentran genitales 

e><ternos ambiguos con cromatina negativa y se palpe una sola gónada en el escroto o 

región inguinal (o no se palpe ninguna). En estos casos es necesario hacer un cariotipo y una 

exploración quirúrgica con biopsia gonadal(79). 

Una ve% que el diagnóstico ha sido confirmado, deben extirparse tanto el testfculo 

como la estr(a gonadal debido al peligro de malignización, además de una terapia hormonal 

sustitutiva. Si los genitales externos tienden a la masculinización, se recomienda 

reconstruirlos y educar al paciente como niño. Si los genitales son más femeninos, éstos 
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deben corregirse quirurgicamente y se educará al paciente como niña, suministrándole en la 

pubenad un tratamiento con hormonas sexuales femeninas. Es preferible asignar un sexo 

femenino en vista de que muchos presentan talla baja(61). 

El origen de este sfndrome es atribuible, en la mayor(a de los casos, a un 

mosaicismo, el cual surge probablemente por la pérdida del cromosoma Y durante una de las 

primeras mitosis después de la fertilización. En el caso de los pacientes con un cariotipo 

46,XY se sugiere que su etiolog(a es debida a una mutación que resulta en falta de 

desarrollo gonadal (80). 

HERMAFRODITISMO VERDADERO 

El síndrome de hermafroditismo verdadero es una condición clínica en la cual ambos 

tejidos, testicular y ovárico, se encuentran en un mismo individuo.(81) 

De acuerdo con el tipo y distribución de las gónadas, estos pacientes pueden 

clasificarse en los siguientes grupos: {82} 

IlfQ PISTB!BUC!ON PORCENTAJE 

Lateral ovario-testrculo 30% 

Unilateral ovotestes·ovario 30% 

ovotestes·testtculo 11% 

Bilateral ovotestes·ovotestes 20% 

Otros ovotestes·desconocido 4% 

otras 5% 

CONST!TUC!ON CROMOSOM!CA 

El cariotipo más frecuentemente encontrado en los hermafroditas verdaderos 

corresponde a 46,XX (59.5%1, seguido por 46,XX/46,XY 112.8%1 y por 46,XY (12.3%1. 

Otros mosaicos han sido reponados entre ellos 46, XY/47, XXV, 45, X/46, XY t15.3%}. 

(61,821 
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Entre los hermafroditas verdaderos con cariotipo 46,XX, el patrón de distribición 

gonadal mas común 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 testículo del otro en 19.8% 

de los casos.(82) 

En los hermafroditas verdaderos con un ovario de un lado y un ovotestes del otro, la 

probabilidad de no detectar cromosoma Y y de que el paciente tenga un complemento 

cromos6mlco 46, XX es de 72.8%. (82) 

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

aunque la ausencia del cromosoma Y no necesariamente se asocia a uno femenino.(82) 

RASGOS CLINICOS 

Los genitales externos generalmente son ambiguos, aunque en raras ocasiones 

pueden presentar masculinos o femeninos normales. En la pubertad aparecen los caracteres 

sexuales secundarios y pronto se diferencian hacia uno u otro sexo; además pueden 

presentar desarrollo mamario (ginecomastia, 80%) y sangrados menstruales (50%).(83) 

la mayorfa de los sujetos presentan hipospadias, asf 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 útero es normal. En la mitad de los pacientes está 

presente la próstata.(82.J 

La mayorla de los hermafroditas verdaderos son deficientes en la producción de 

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

parece ser capaz de establilizar los duetos Wolffianos, pero incapaz de diferenciar totalmente 

los genitales externos masculinos.(82} 

Respecto a la aparfencla de los genitales externos, se ha reponado que 63% 

presentan pliegues labioescrotales, 17% escroto normal, 13% un hemiescroto y únicamente 
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7% labios mayores normales. Con esta Información es evidente que suficiente 

dihidrotestosterona debió estar presente para virilizar parcialmente los genitales externos de 

los hermafroditas verdaderos.(82} 

GONADAS 

El ovotostos (cuando en una gónada se encuentran presentes tejido testicular y 

ovárico} es la gónada más comunmente encontrada en los hermafroditas verdaderos 

(44.3%). Se localiza preferentemente on l:i porción ovarica. El porcentaje entre el tejido 

ovárico y testicular lnfluy~ en el descenso del ovotestes y eventualmente en el sitio en el 

qu~ ~e encontrará en el paciente. Mientras haya mayor cantidad de tejido ovárico, mayor 

probabilidad habrá de que se encuentre en la posición del ovario. De igual forma, mientras 

más t~jldo testicular esté presente habrá mayor posiblidad de encontrarla en el área 

labioescrotal. Cuando la cantidad de ambos tejidos es semejante, no hay un patrón para su 

locallzación.(82) 

El hecho de que el tejido ovárico sea firme al palparlo y el testicular sea suave, es 

una característica clínica valiosa ya que ésto es muy útil al palpar la gónada de un recién 

nacido con genitales externos ambiguos. De esta forma un ovotestes puede ser 

diagnosticado cllnlcamente.(82) 

La histologfa de la porción ovárica es generalmente normal. La anormalidad más 

ccmunm::ntc :nc-Jntrede ~n inf~nter; es una reducción en el nllmero de folículos 

primordiales. Es Interesante destacar que 50% de los ovotestes muestran evidencia de 

ovulación. En el caso del tejido testicular, éste es hlstológlcamente anormal en la mayoría 

de los caso: sólo en rarísimas ocasiones se han observado espermatogonias y 

espermatozoides. Alrededor de un tercio de los pacientes muestran signos de hiperplasia de 

las células de Leydig. Otra característica cl!nica observada con frecuencia es la abundancia 

de células de Sertoll en el lumen de los túbulos semlnfferos.(82) 
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Adyacente al ovotestes generalmente hay un sólo dueto, cuya apariencia puede ser 

engañosa. En 65% muestra apariencia de trompa de falopio, mientras que 35% muestra 

apariencia de vaso deferente. La evidencia muestra que a mayor tejido testicular es más 

probable que el dueto sea un vaso deferente. No se han encontrado ambos tipos de duetos 

juntos. (821 

El ovario es la segunda gónada más común en hermafroditas verdaderos (33.4%) 

Comúnmente se sitúa en la posición normal del ovario. Cuando una gónada con 

caracter(sticas macroscópicas de un ovario se encuentre en el canal Inguinal o en el pliegue 

labioescrotal, la posibilidad de que esta gónada sea un ovotestes debe ser seriamente 

considerada.C82l. 

La mayorCa da los ovarios encontrados en los hermafroditas verdaderos muestran 

signos de ovulación (como presencia de corpus luteum ).(61) 

La producción normal de estrógenos es evidente ya que hay un buen desarrollo de 

los senos en alrededor de 70% de los casos reportados. (82) 

El tesUculo corresponde a 22.3% de las gónadas totales. En la mayorfa de los casos 

se localizan en el escroto(63%), mientras que el resto en posición ovárica (22%), en región 

inguinal (14%) y en el anillo inguinal interno en 1 %.(82) 

Histológicamente el testículo presenta un patrón similar al ·encontrado en el 

ovotestes. Su apariencia usual es la de un testfculo Inmaduro con el lumen de los túbulos 

nene: con c~1ulA8 de Sertoli. Se ha reportado hiperplasla de las células de Leydig en 19% 

de los casos y espermatogénesis en 12%. Junto a un tesdculo invariablemente se 

encuentra un vaso deferente y un epldtdimo.(82) 

DIAGNOSTICO 

Deben realizarse una serie de estudios diagnósticos, como es un e>Cámen f(sico 

completo con examinación rectal. Es esencial, además, hacer el cariotipo.(85) 

48 



El diagnóstico confirmativo requiere que se realice una biopsia para Identificar ta 

presencia de tejido testicular y ovárico .(83,84} 

Hay varias caracter(sticas claves que pueden ser identificadas en el momento del 

nacimiento durante el examen de rutina. Entre éstas están los hipospadias con 

cripotogonadismo, escroto bffido y una masa inguinal en caso de una supuesta muJer. Un 

diagnóstico temprano es muy importante, ya que se ha visto que después de los tres meses 

de edad es tarde para hacer un cambio de sexo sin provocar algún trastorno sicológico. (83} 

Desafortunadamente en muchos casos el hermafrodita verdadero no so detecta sino 

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

médico. En este momento, en las mujeres sa puede detectar voz grave, clitorimegalia, 

acné, hirsutismo debido a estimulación androgénica y un patrón de vello de tipo mascullno; 

mlentr~s que en el hombre se puede observar una hematuria periódica (quizás debido a que 

está funcionando el tejido uterino el cual se vacla en el tracto urinario), ginecomastia, 

hidrocele o masa escrotal, as( como un patrón femenino de ve\lo.(83) 

El soxo debe ser asignado primeramente en base a consideraciones de funcionalidad 

y en segundo término a aspectos de fertitldad. Tales consideraciones incluyen la habilidad 

para una reconstrucción genitourinaria funcional. Consideraciones menos importantes 

incluyen los hallazgos cromosómicos y la posible fertilidad. t85} 

Se ha visto que criar al infante como mujer ha dado los mejores resultados. Sin 

embargo, puede aslgnarsele el sexo masculino 5¡ t.tt prasvn:.:m ciertos critArios tales como: 

diagnóstico tardfo del paciente que lo ha llevado a identificarse socialmente como varón; un 

Infante con un falo bien desarrollado sin importar la edad (75% son criados como varones}; 

Y una fuerte presión de los padres para que el infante sea criado como niño.(85) 

FERTILIDAD 

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

ovulación es común. Se han reportado pocos casos de hermafroditas verdaderas 
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embarazadas. Tal es el caso de tres pacientes caue se embara2aron, fas cuales tuvieron un 

parto prematur0- que era de esperarse debido al desarrollo anormal del útero. Los niños 

nacieron normales con genitales externos normales.(84,86) 

TRATAMIENTO 

Dependiendo de Ja edad en la que se haya realizado el diagnóstico, se sugerirá un 

tratamiento diferente. Los procedimientos qulrürgleos y la administración de hormonas son 

muy variables. Una vez que se ha asignado el sexo, se deben remover todos los tejidos 

gonadales contradictorios para ""adlc::r entagonismo hormonat.(83} 

En la mujer se recomienda que sus genitales externos sean reconstruidos después 

del tercer año de vida, mientras que eln et hambre la edad recomendada es el cuano año. 

(85) 

Se recomienda remover el ovotestes por completo porque: 1) con la escición parcial 

no se asegura que se vaya a remover por completo el tejido contradictorio, 2} después de la 

gonadectomta es fácil fograr la terapia hormonal de reemplazo, 3) en fa adolascencía puede 

haber un desarrollo anormal sino se eliminó por completo el tejido contrario y 4) la fertilidad 

no debe ser impedimento para su remoción, ya que la capacidad de reproducciOn no se ha 

demostrado en pacientes con ovotestes.(83} 

El tratamiento que se le puede d~r a1 varón incluye reparación de hipospadias, 

remoción de órganos internos femeninos, masectomfa, prótesis testicu1ar (que .se 

recomienda sólo hasta la pubertad a menos que haya algún problema sicológico} y 

administración de andrógenos.183) 

En la mujer so incluyen la amputación del falo, una revisión y construcción de la 

vagina, asi como la administraciOn de estrógenos suplementarios.(83) 

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

de ta exploración gonadal y abdominal. Los procedimientos quirúrgicos a elegir varfan 

dependiendo de cada caso particular.(83) 
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CANCER 

Es Infrecuente encontrar gonadoblastomas, entre hermafroditas verdaderos. En una 

revisión hecha por van Nieker 11976), entre 300 pacientes sólo encontró uno que presentó 

gonadoblastoma y cinco con disgerminoma. Se han reportado 30 casos de pacientes con 

neoplasias gonadales. El riesgo de desarrollar neoplasias en células germinales se ha 

asociado a la presencia del cromosoma Y (81 ). 

ETIOLOGIA 

Existen tres hipótesis para explicar el origen del hermafroditismo verdadero. 

El mosaicismo explica el origen en los casos en los que se ha detectado la presencia 

del crc;>mosoma Y en alguna otra Hnea celular. Esto justifica el hecho de encontrar tanto 

células cromatina positiva como negativa en un mismo individuo. El caso más común de 

mosaicismo XXfXY ha sido explicado como resultado de una doble fertilización ya sea de 'un 

óvulo binucleado, de un óvulo y su cuerpo polar o bien por la fusión de dos óvulos 

fenilizados normalmente (quimera). Asl, dos espermatozoides diferentes{uno X y uno YJ 

contribuyen a la formación de un cigoto XX/XV.(83) 

En los casos que no se ha detectado mosalclsmo se ha sugerido que éste puede 

estar oculto por ejemplo, en las gónadas. (87) 

La seQunda hipótesis planteadA Ait la dA un lnt""e~bWJ X-Y {Fercuson·SmlthHSBJ ::in 

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

La mutaci6n autos6mica es la mas aceptada en la actualidad para explicar la mayorfa 

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 cuales no se les 

detectó ninguna secuencia del V. Raine y cols. 190) estudiaron a dos hermanos con 

hermafroditismo verdadero en los que tampoco se detectó ninguna secuencia de Y. 
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Sugirieron que su etiologfa se debla a una mutación en un autosoma o cromosoma X, la cual 

resulta en una diferenciación a testículo u ovotestes en un individuo con cariotipo 46,XX en 

ausencia del cromosoma Y. 

Berkovitz v cols. (81) reportaron el caso de cinco pacientes sólo en uno de ellos se 

detectaron secuencias del Y. En base a sus resultados. ellos apoyan la hipótesis de una 

mutación autosómica 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 

realizados en pacientes con disgenesia gonadal XY que implican dos genes autosómicos en 

la diferenciación testicutar.191 ,92) Ademés, investigaciones en el ratón también sugieren que 

genes autosómicos tioncn un p~pel en la diferenciación testicular .(931 Berkovitz concluye 

que el hermafroditismo verdadero es una condición genéticamente heterogénea v que la 

presencia de Y es poco común. La mayorfa de los casos representan cambios en un gen 

autosómico o en un gen ligado al X que permiten la diferenciación testicular en ausencia de 

TDF.(81) 

11.3.7 VARONES XX 

En 1964 de la Chapelle(941 reportó, por primera vez, el caso de un varón con una 

constitución cromosómica XX. Et paciente tenla 19 años; su apariencia general era atlética, 

como la de un hombre normal aunque su pene y escroto eran pequeños. Pensó que ambos 

cromosomas X eran Ja or1¡¡cn materno. 

FRECUENCIA 

Se presenta aproximadamente con una frecuencia de 1 en 20,000 varones, siendo la 

mayorb de los casos esporádicos aunque se han reportado algunos casos 

familiares(B7,95,96,97,9B). 
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CARACTERISTICAS CLINICAS 

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

ligeramente menor al promedio de los hombres en su famllial84). No difieren de la población 

general respecto a la inteligencia(791. Su constitución esquelética es normal, al igual que 

sus órganos internos(61). 

Existe variación fenotípica, siendo las caracterlsticas más comunes las siguientes. El 

pene y el escroto son pequeños, pero bien diferenciados y los conductos Wolffianos son 

normales. Los testk:ulos son pequeños, los túbulos seminlferos están disminuidos en 

tamaño y mlmero, y presentan fibrosis intersticial y peritubular(98). Las células de Leydig 

son hiperplástcas y generalmente no se detectan espermatogonias, aunque ocasionalmente 

se encuentran algunas inmaduras, por lo tanto no hay espermatogénesisl61 ). Esta es debida 

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

azoospermla) el cual es necesario para que la espermatogánesis sea completa(98). 

No tienen un desarrollo puberal normal. El vello en Ja cara y cuerpo están 

disminuidos y el vello púbico se encuentra distribuido de manera glnecoide. Cerca de 30% 

presenta glnecomastia (611. 

La testosterona es relativamente baja y se observa un incremento de las 

gonadotropinas(84). La hipospadias está presente en 10% de los casos.· No hay anomalfas 

somáticas asociadas(61,84). 

Frecuentemente los varones XX se han relacionado con el Síndrome de Klinefelter, 

por presentar características fenotfpicas slmilarest99). 

DIAGNOSTICO 

Muchos casos se detectan en edad adulta, ya que los pacientes acuden a consulta 

par presentar testículos o pene pequeños, o bien por esterilidad. La correlación cariotipo 

(46,XX)-fenotipo confirma esta entidad cllnica.28}. 
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ETIOLOGIA 

Se han postulado tres posibles explicaciones respecto a su etiologfa{61 ,841: 

1 l Un mosaicismo XX/X.Y que tenga una ltnea celular no detectada o que la Hnea con 

cromosoma Y haya desaparecido. 

2) Una mutación en un gen autosómlco que conduce a la diferenciación de los tesUculos. 

3) Intercambio o translocación entre los cromosomas X y Y. 

La hipótesis del mosaicismo postula la existencia de una lfnea celular que contenga al 

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

responsable de la diferenciación de la gónada a tesdculo. No hay evidencias que apoyen esta 

suposlci6n(61,79,84J. 

La segunda hipótesis esté apoyada por los casos familiares de varones XX, asi como 

por lo!? varones XX en los que no se han detectado secuencias del V (Y·). Se ha visto que 

en algunos animales como la cabra y el ratón de sexo invertido lSxrXXJ la mutación de un 

gen autosómlco lleva a la diferenciación testicular(61). Sin embargo, Skordis · y 

cols.(100)consideran que es diflcil, si no Imposible, distinguir entre una mutación intragénica 

y una translocación Y·autosoma. Estos investigadores han reportado una familia en la cual 

coexisten dos varones XX y dos hermafroditas verdaderos 46,XX. Proponen que la 

masculinidad puede deberse a un alelo mutado el cual explicarfa la presencia de testfculos 

tanto en los hermafroditas como en varones XX YH. En este caso podrfa tratarse de un 

alelo dominante ya que se presentaron cuatro individuos ofcct:dos provenientes de tres 

padres diferentes. 

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

puede ser un gen desencadenante de la determinación sexual. Para apoyar esto último están 

analizando varios casos familiares con al manos dos hermanos o gemelos afectados. Con 

esto. pretenden mapearlo en un autosoma o en el cromosoma X. 
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La tercera hipótesis es la que ha sido más apoyada para explicar la etiologla de los 

varones XX. Ferguson·Smith en 1966 188) propuso que el intercambio anormal X-Y era 

muy factible durante la profase de la primera división mei6tica en el espermatocito primario. 

Por consiguiente habrfa un cromosoma X que contenga material proveniente del Y (XY) 

conteniendo al gen TOF. Como resultado de la fertilización de un Ovulo con un 

espermatozoide XY se forma un cigoto XXY. SI el cromosoma XY es inactivado se promoverá 

la diferenciación del ovario. En caso de que ta inactivacfón sea preferentemente en el 

cromosoma X normal, el XY activo inducirá la diferenciación testicular. Variaciones en la 

proporción de las dos ltneas celulares llevarán a una amplia diversidad de fenotipos, como 

puedon ser el desarrollo de ovarios, ovotestes y test(culos. Esta hipótesis explicó la herencia 

inusual del Xg cuyo locus se encuentra cercano a la región pseudoau:o::ómlca. Por ésto es 

factibl!! 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. Además este 

Intercambio refutó la idea de que los dos cromosomas X eran de origen materño, 

confirmándose que uno de éstos se hereda del padret88). 

De la Chape11et10l}, en 1984, aportó evidencia de la presencia de secuencias del Y 

en el cromosoma X, al estudiar un niño XX que expresaba el alelo 12E7 de su padre le\ cual 

es un marcador ligado al YJ, pero no expresaba el alelo Xg de su padre. 

En 1985, Page y cols.(95) trabajando con sondas especificas del Y, encontraron 

'3ecuencias especificas de éste en tres de cuatro casos familiares de varones XX • 

Anderson y cols.(96) en 1986, por hibridación in siru Jai.üctt:rcn ser.uencias 

especfficas del Y en metafases de tres varones XX, demostrando que estas secuencias se 

localizaban en el extremo del brazo corto de1 cromosoma X. Magenis y cola. (1987} 

aportaron más evidencias sobre el intercambio X-Y, empleando estudios de hibridización in 

situ (1021. 
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Petit y cols. (19871 dividieron a los varones XX en varones XX Y(+) y varones XX 

Y(-1. Atribuyen la etiología de los varones XX Y(+ 1 al intercambio anormal X-Y que ocurre 

esporádicamente; proponen que este Intercambio reemplaza al que normalmente ocurrlrfa, ya 

que ningún paciente posee un alelo telomórico pseudoautosómlco del X como evidencia de 

un previo o subsecuente intercambio normal. Respecto a la etiologfa de los varones XX Y(-), 

la atribuyen a otras hipótesis, como son la pérdida del cromosoma Y en un individuo que 

era originalmente XXV o a una mutación autosómica o en el X l 1031. 

Schempp y cols.(97), en 1989, trabajando con once varones XX demostraron que 

en nueve de ellos el intercambio X-Y no tenla efecto en el patrón de inactivación del X. Sus 

resultados indicaron una dependencia del patrón de inactivación del X en el tamaño del 

segmento perdido por el intercambio. Si en el intercambio resulta la pérdida de Joci 

pseudoautosómlcos en el X o de loci especificas del X cercanos a la reg'ión 

pseudoautosómica {como el locus Xg, que está perdido en la mayorra de los varones XXI, el 

patrón de inactivación permanece al azar. En cambio, si la delación ocurre próxima al locus 

STS, el cual escapa a la inactivación, las células sobrevivirán únicamente con el cromosoma 

XY inactivado. 

Ferguson-Smith y cols.(104), en 1990, hicieron un estudio correlacionando el 

fenotipo-genotipo en varones XX. encontrando que únicamente los varo'nes XX Y(-) tenían 

anormalidades en los genitales externos, presentando estos pacientes una ginecomastla más 

prominente. 

Se ha reportado que aproximadamente 30% de los casos son varones XX Y(-1 y que 

éstos generalmente corresponden a casos familiares. Por otra parte los casos restantes 

(70%) corresponden a los varones XX Y(+}, cuya etlologta serla un intercambio anormal X

Yl104). 

Estudios realizados con sondas para SRY reportan algunos casos de varones XX 

negativos, cuestionándose la importancia de este gen para la diferenciación testicular 

1105,106). 

56 



111. BANCO DE DNA DE PACIENTllS CON ANOMAUAS EN LA DIFERENCIACION SEXUAL. 

Propósito del banco 

El banco incluye pacientes que requieren análisis de ONA para los siguientes 

propósitos: 

·Confirmación de diagnóstico e nivel molecular. Esto incluye la identificaciOn de 

cromosomas marcadores. 

·Búsqueda de secuencias especfficas del cromosoma Y, no detectadas par las 

Mcnlcas citogenáticas habituales. 

·Investigación 

¿ Cué1es desórdenes comprende 7 

Aunque se pretendla Incluir a todos los padecimientos de la diferenciación sexual, 

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

fue posible su inclusión en este banco de DNA. Por lo tanto sólo comprendió a pacientes 

con las siguientes anomalfas de la diferenciación sexual: 

- Stndrome de Turnar 

- Oisgenesia gonadal mixta 

- Hermafroditismo verdadero 

- Varones XX 

¿De quá miembros de la familia debe conservarse 'oNA7 

En general para este tipo de padecimientos no se requieren muestras de famlllaros, 

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

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

normales femeninos (mujeres XX) y masculinos (varones XYl, ya que en las técnicas 

moleculares se requieren como punto de comparación. 
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Tipo de muestra 

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

Identificación de la muestra 

Se ha asignado una clave por padecimiento, cada uno de los cuales se sigue con un 

número progresivo, junto al cual se indica et año en que fue tomada la muestra. Las claves 

asignadas son: T tStndrome de Turnar), OG (Olsgenesia gonadal mixta), HV 

lHermafroditismo verdadero) y VX {Varones XX). En cuanto a los controles, los masculinos 

tlenan lo. clave CM y los femeninos la clave CF. Además, los microtubos que contienen tas 

muestras están etiquetados de diferente color, dependiendo del padecimiento, con el fin de 

facilita.r su localización. 

Servicio· investigación 

Para el caso especifico del stndrome de Turnar, la finalidad es buscar mosaicismos 

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

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

ya que la presencia de secuencias del cromosoma Y predisponen a la ma\ignizaclOn de la 

gónada disgenética. En la disgenesla gonadal mixta el oblativo es averiguar qué secuencias 

del croma::;arr::: Y 13c;ti'\n presentes, ya que generalmente estas pacientes poseen un Y 

anormal. Otra aplicación de las sondas especificas del cromosoma Y es determinar la 

presencia de secuencias de este cromosoma qua expliquen la etiolog(a del fenotipo. 

masculino en individuos con un cariotipo 46,XX como es el caso de los varones XX y 

algunos hermafroditas verdaderos. Presumiblemente, éstas secuencias están contenidas en 

pequeños segmentos del cromosoma Y translocados al X o a autosomas v que no son 

detectadas por las técnicas citogenéticas(13). 
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Aplicaciones 

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

hibridizaclón tipo Southern y PCR. 

Para la tácnlca da hlbridización tipo Southern se requiere que el DNA sea de alto 

peso molecular, no muy fragmentado, y libre de proternas, para que las enzimas de 

restricción puedan actuar convenientemente. 

Para la tOOnica de PCR, el DNA puede estar degradado, pero la presencia de 

proternas puede causar interferencia. 
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IV. MATERIAL Y METODO 

Como muestra biológica se Incluyeron muestras de controles asl como de pacientes 

con anomalfas de la diferenciación sexual. 

Los controles corresponden a Individuos sanos masculinos y femeninos, cuya edad 

fluctuó entre los 1 8 y 45 años, siendo todos de la población mestiza moxicana. Ninguno de 

éstos tenla antecedentes de anomallas de la diferenciación sexua\. 

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

TECNICA DE EXTRACCION DE DNA!27l MODIFICADA 

Todo el material que se emplaa debe e' ter limpio v estéril. 

1 .- Extraer aproximadamente 20ml. de sangre periférica y colocarla en tubos de vacutainer 

con Et?TA (3 tubos de 13 x 100}. Agitar para evitar formación de coágulos. 

2.- Centrifugar a 3000rpm. en una centrifuga clfnica durante 25 minutos. 

3.- Tomar con una pipeta Pasteur la capa de glóbulos blancos y transferirla a dos tubos ·de 

13x100. 

4.- A"adir aproximadamente 7mt., por tubo, de buffer de lisis de glóbulos rojos (BLGR). 

Tapar con parafilm y mezclar perfectamente. 

5.- Centrifugar a 3000 rpm. durante 1 O minutos. 

6.- Decantar el sobrenadante quedando en el fondo el botón de glóbulos blancos. 

7 .- Agregar nuevamente BLGR, houWgüir:.l::r '/ CAntrifuRar 1 O minutos a 3000rpm. 

Decantar el sobrenadante. Repetir este paso hasta que el botón de glóbulos blancos quede 

lo más limpio posible. 

8.- Resuspender el botón de glóbulos blancos con aproximadamente 400µ1. de BLGR por 

tubo, despúes agitar en vortex para obtener una solución homogánea. 

9.- Añadir buffer de lisis de glóbulos blancos lBLGB) aproximadamente 2ml. por tubo. 

1 o.- Agitar suavemente. 

11.- Dejar en incubación toda la noche en baño Marra a 42°C. 
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12.- Añadir fenoHcloroformo:lsoamnlco 1 :24) volumen a volumen. 

13.-Agitar manualmente hasta obtener una emulsión completa (aproximadamente 5 min.) 

14.- Centrifugar 20 minutos a 3000rpm 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 extracción de la misma manera, centrifugando durante 10 minutos. 

17.- Pasar la fase superior a un tubo limpio y realizar las extracciones que se requieran con 

cloroformo:isoamRico vólumen a volumen, centrifugando durante 1 O minutos, hasta que ya 

no se observe Interfase. 

18.- Pasar la fase supeñor de ambos tubos a un solo tubo da 50ml. 

19.- Añadir NaCI 5M hasta una concentración final de 100mM. {volumen final en mi. x 20= 

µl. da NaCI qua hay qua agregar). 

2.0.- Agregar 2-3 volúmenes de etanol absoluto a -2.0ºC. 

21.- Agitar suavemente hasta que se forme un precipitado blanco (ONA). Dejar de agitar 

cuando el ONA flote. 

2.2..- Recoger el ONA con una pipeta pasteur de punta cuNeada. 

2.3.- lavar sumergiéndolo unas 10 veces en etanol al 70% a -2.0ºC. 

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

2.5.- Resuspender en TE (el volumen depende de la cantidad de DNA obtenido variando de 

100-500µ1.) Guardar la muestra en un microtubo. 

2.6.- Refrigerar la muestra a 4°C. 

Una vez extrafda la muestra, el rendimierito de ONA debe ser medido. Además, es 

deseable determinar la integridad del ONA en todas las muestras. Esto se logra por medio de 

un ana1isls espectrofotométrlco y de una elactroforesis de1 DNA. 
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ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO 

En cuanto al análisis espectrofotométrlco, 6ste consiste en determinar la absorbancia 

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

de la lectura a 260nm. (correspondiente a los ácidos nucléicos), se calcula ta concentraclOn 

de la muestra: 

concentración de DNA lµg/µI)= A260 x ldiluc10n)·1 x O.OS 

1 0.0.260 = SO µg de DNA/ml = O.OS µg/µI (107) 

La cantidad total de DNA (en µg) se calcula: 

µgs totales de DNA= conc. lµg/µt) x volumen total (µ1) 

Además, la relación 260/280 permite conocer si la muestra esta contaminada con 

protefnas, considerando que la lectura a 280nm. corresponde a la fracclOn proteica. Una 

relaciO.n menor a 1.7 indica la presencia de protefnas(108}. 

TECNICA DE ELECTROFORESIS (107) 

La electroforesis del ONA es la migración de éste. en base a su carga y peso, al 

aplicarse un campo eléctrico. Debido a su carga negativa, e1 DNA migra hacia el polo 

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

ausencia de RNA contaminante( 109). 

Procedimiento: 

1.· Prnparar aQarosa al 0.8% (ver preparación de reactivos) 

2.·Sellar las orillas del portagel. 

3.· Preparar suficiente buffer de elctroforesis para llenar la cámara y preparar el gel.(ver 

preparación de reactivos) 

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

matraz Erlenmever. 

5.- Dejar enfriar la solución hasta aproximadamente 60°C, adicionar el bromuro de etidio a 

una concentración final de 0.5µgs/ml. y homogeinizar. 
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6.- Colocar el peine. 

7.- Vaciar la solución de agarosa en el portagel y dejar gellficar. 

8.- Retirar el peine cuidadosamente. 

9.- Colocar el portagel en la cámara de electroforesis y añadir el buffer de electroforesis 

hasta cubrir el gel aproximadamente un miUmetro por encima. 

1 O.- Mezclar cada muestra de ONA (1-2µg.) con 2µ1. de buffer de carga y llevar con Tris

EDTA (TE) a un volumen final de 20µt Adicionar cuidadosamente cada muestra a un pozo. 

11.- Conocur los electrodos a la cámara y encendar la fuente de poder (70-1 OOv}. 

12.- Dejar correr ta muestra aproximadamente 2/3 del largo del gel de agarosa. 

13.- Obervar en el transiluminador. 
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PREPARACION OE REACTIVOS 

Extracción de DNA: 

1.- BLGR: 

Tris·HCI pH 7 .6 

MgCl2 

NaCI 

H20 bidestilada 

SmM. 

10mM. 

10mM. 

Esterilizar v restituir el volumen perdido. 

2.- BLGB: 

Tris·HCI pH 7.6 

EOTA pH 8 

NaCI 

sos 
H20 bidestilada 

lOmM. 

10mM. 

SOmM. 

0.2% 

Esterilizar y restituir et volumen perdido. 

Adicionar proteinasa Ka una concentración de 200µg/ml. 

3.- NaCI SM. 

4.· Fenal saturado: 

El fenal redestilado se equilibra con una solución amoniguadora antes de ser 

utilizado para ta extracción de ácidos nucléicos. Para ello, ttl ftinol solido se calienta en un 

baño Marra a 65°C para que se funda. Una vez que esté todo lfquido, se adiciona un 

volumen equivalente de Tris 1 M. pH 8.0. Se mezclan ambas fases agitando 

cuidadosamente. Se deja a 4ºC hasta que se separe en dos fases !fase superior-acuosa y 

fase inferior·orgán\ca). Se elimi"a la faso superior y se adiciona Tris O. 1 M pH B.O en un 

volumen equivalente al del Tris 1 M. Nuevamente se agita y se dejan separar las fases. Se 

mide el pH de la fase acuosa, el cual no debe ser menor de 7 .6. En caso de serlo, se repite 
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el procedimiento con Tris 0.1 M pH 8.0 hasta alcanzar un pH satisfactorio. Se retira la mitad 

de la fase acuosa Con el fin de reducir la oxidación se adiciona S·hidroxiquinoleina. El 

fenol saturado se mantiene en refrigeración( 110). 

5.· Cloroformo·lsoamílico 124: 1) a 4ºC. 

7 .• Etanol absoluto a ·20°C 

8.- Etanol 70% a -20ºC. 

9.-TE: 

Tris pHB lOmM. 

EDTA pHB O.lmM. 

H20 bidestilada 

Esterili:rnr y restituir el volumen perdido. 

Electroforesis: 

1.· Agarosa 0.8·1 %. Para disolver la agarosa se emplea buffer de electroforesis. Se 

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

restituye el agua que se haya perdido. 

2.· Buffer de electroforesis: 

a) TAE !solución stock SOX para un litro) 

Tri!; h<l!>B 

Ac. acético glacial 

EDTA 0.5M pHB 

H20 bidestilada 

242 g. 

57.1 mi. 

100ml. 

cbp 1 ,OOOml. 

Para la electroforesis se utiliza una solución 1 X. 
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b) TBE lsoluclón stock 5x para un litro) 

Tris base 

Ac. bórico 

EDTA 0.5M pHB 

H20 bldestilada 

54 g. 

27.5 g. 

20 mi. 

cbp 1,000 mi. 

Para la electroforesis se utiliza una solución 1 X. 

3.· Bromuro de etidio 

Solución stock 

Solución de trabajo 

4.- Buffer de carga (a 4°C) 

10mg./ml. 

0.5µg./ml. 

Azul de Bromofenol 0.25% 

Xilen·clanol 0.25% 

Glicerol 30% 

H 20 bidestilada 
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V. RESULTADOS 

Se trabajaron un total de 93 muestras, de las cuales 48 correspondieron a controles 

sanos y las 45 restantes a pacientes. 

De las 48 muestras de controles sanos, éstas corresponden a: 

- 26 controles femeninos XX 

- 22 controles masculinos XYlGráfica 1 }. 

Respecto a las muestras de los pacientes. éstas se dividen en: 

- 24 con síndrome de Turner 

- 1 O con disgenesia ganada\ mixta 

-7 con hermafroditismo verdadero, a excepción del HV04 que no es un hermafrodita 

verdadero, pero que se incluyó en este grupo con el fin de confirmar que no presenta 

alteraciones en los cromosomas sexuales. 

- 4 varones XX (Gráfica 2). 

La mayorra de los pacientes fueron captados a través de la Unidad Metabólica 

Pediátrica del Instituto Nacional de la Nutrición, Salvador Zubirán. 

En general, todas las muestras fueron trabajadas de la siguiente manera: en cuanto 

se disponía de la sangre, se procedla a la extracción del ONA, se esperaba un par de dfas 

para que estuviera completamente disuelto v entonces se procedla al análisis 

espectrofotomátrico. Las electroforesis se realizaron en la etapa final, cuando prácticamente 

:;e ccnt:eba con tori~~ las muestras. ya que era necesario tomar fotograflas. 

Los resultados globales se presentan en forma de tablas y en fotograffas. Se 

consideró innecesario poner todas las fotografras, por lo que se incluyen sólo algunas de 

éstas. 
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Tabla 1.Análisis espectrofotométrico de las muestras de DNA. 

CONTROLES FEMENINOS 

CLAVE VOL. A260 A280 !RELACION i CONC. i µgs. 
µl. l 260/280 1 ualµI. ITOTALES 

CF01 300 0.047 0.029: 1.621 0.235: 70.5 
CF02 500 0.076 0.046 1.652 0.380 190.0 
CF03 300 0.052 0.030 1.733 0.260 78.0 
CF04 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 1 

CF07 500 0.041 0.027 1.519 ' 0.205' 102.5' 
CF08 700 0.044 0.024 1.833 0.220 154.0: 
CFOO 72Cü 0.075 0.032 2.344' 0.375 450.0 
CF10 200 0.046 0.024 1.917 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 
1CF17 300 0.205 0.126 1.627 1.025 1 307.5. 
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 1.200 516.0 
CF21 300 0.230 0.128 1.797 1.150 345.0 
CF22 150 0.?14 0.113 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.ro9 0.525 157.5 
CF26 300 0.360 0.205 1.756 1.800 540.0 

!PROMEDIO DE LA RELACION 260/280 1.752 l 
¡PROMEDIO DE µgs. TOTALES 199.6 I 

70 



Tabla 2. Análisis espectrofotométrico de las muestras de DNA. 

CONTROLES MASCULINOS 

CLAVE VOL. A260 A280 RE LAG ION GONG. µgs. 
pi. 250/280 uaJpl. TOTALES 

CM01 400 0.114 0.070 1.629 0.570 228.0 
CM02 350 0.218 0.135 1.615 1.090 381.5 
CM03 800 0.050 0.027 1.852 0.250 200.0 
CM04 900 0.144 0.077 1.870 ¡ 0.720 648.0 
CM05 400 0.057 0.03?. 1.781 0.285 114.0 
CM06 700 0.042 0.027 1.556 0.210 147.0 
CM07 500 0.046 0.028 1.643 0.230 115.0 
CM08 300 0.042 0.023 1.826 0.210 63.0 
CM09 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 
CM12 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 
Civii8 400 0.260 1 O.i50 1.733 , ~~ 520.0 l • .>VU 

CM19 350 0.209 0.121 1 1.727 1.045 365.8 
CM20 350 0.178 1 0.120 1.483 0.890 311.5 
CM21 400 0.148 0.087 1.701 0.740 296.0 
CM22 400 0.146 0.077 1.896 0.730 292.0 

!PROMEDIO DE LA RELACION 260/280 1.71 ( 1 

1 PROMEDIO DE µgs. TOTALES 272.6 1 
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Tabla 3.Análisis espectrofotométrico de las muestras de DNA. 

TURNER. 

CLAVE VOL. A.200 A280 RELAGION GONG. µgs. 

~- 250/280 uaJ~. TOTALES 
T01-92 400 0.224 0.128 1.750 1.120 448.0 
T02-92 400 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 2.157 0.550 220.0 
T05-92 300 0.082 0.046 1.783 0.410 123.0 
T05-92 400 0.163 0.089 1.831 0.815 326.0 
T07-92 350 0.227 0.135 1.681 1.135 397.3 
TOS-92 200 0.332 0.185 1.795 1.660 332.0 
T09-92 350 0.194 0.108 1.796 0.970 339.5 
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 
T13-92 400 0.256 0.161 1.590 1.280 512.0 
T14-92 400 0.243 0.144 1.688 1.215 486.0 
T15-92 400 0.238 0.130 1.831 1.190 476.0 
T16-92 400 0.245 0.143 1.713 1.225 490.0 
T17-92 400 0.187 0.113 1.655 0.935 374.0 
T16-92 200 0.213 0.123 1.732 1.065 213.0 
T19-92 400 0.274 0.159 1.723 1.370 548.0 
T20-92 400 0.187 0.114 1.640 0.935 374.0 
T21-92 400 0.338 0.186 1.817 1.600 676.0 
T22-92 200 0.301 0.169 1.781 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 2.115 846.0 

!PROMEDIO DE LA RELAGION 260/280 1.794 I 
!PROMEDIO Df: pgs. TOTALES 412.6 I 
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Tabla 4.Análisis espectrofotométrico de las muestras de DNA. 

DISGENESIA GONADAL MIXTA 

CLAVE VOL. A260 A280 RELACION CONC. pgs. 
µl. 260/280 lX'l)¡.A. TOTALES 

DG01-92 300 0.430 0.307 1.401 2.150 645.0 
DG02-92 300 0.663 0.467 1.430 3.340 1002.0 
DG03--92 400 0.292 0.176 1.659 1.460 584.0 
DG04-92 300 0.234 0.138 1.696 1.170 351.0 
DGOS-92 400 0.374 0.199 1.879 1.870 748.0 
DG00-92 500 0.464 0.276 1.681 2.320 1160.0 
DG07-92 500 0.170 0.104 1.635 0.850 425.0 
DG00-92 400 0.358 0.208 1.721 1.790 716.0 
DG00-92 200 0.170 0.082 2.073 0.850 170.0 
DG10-92 400 0.413 0.232 1.780 2.065 826.0 

!PROMEDIO DE LA RELACION 260/2.80 1.696 I 

!PROMEDIO DE µgs. TOTALES 662.7 I 
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Tabla 5.Análisis espectrofotométrico de las muestras de DNA. 

HERMAFRODITAS VERDADEROS 

CLAVE VOL. A260 A280 RELACION CONC. pgs. 
¡J.. 260/280 unl¡A TOTALES 

HV01-92 300 0.732 0.488 1.500 3.660 1098.0 
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 1.964 1.090 436.0 
HVOS-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 
HV07-92 300 0.302 O.ioo 1.819 1.510 453.0 

!PROMEDIO DE LA RELACION 200/280 1.686 l 

!PROMEDIO OEJ.gs. TOTALES 551.9 I 

Tabla 6.Análisis espectrofotométrico de las muestras de DNA. 

VARONES XX 

CLAVE VOL. A260 A280 RE LAG ION GONG. J.gS. 
¡A. 260/280 uaf¡I. TOTALES 

VX01-92 400 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 AELACION 260/280 1.7201 

!PROMEDIO DE ,1.9s. TOTALES 324.01 
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Tabla 7. Electroforesis de las muestras de DNA. 

CONTROLES FEMENINOS 

CLAVE BANDA DE AL TO CALIDAD 
PESO MOLECULAR 

CF01 'presente sin dearadar 
CF02 presente sin dearadar 
CF03 presente sin dearadar 
CF04 1oresente barrido 
CFOS :Presente nor.n barrido 
CFOO :oresente barrido 
CF07 loresente sin denradar 
CF08 ¡presente ooco barrido 
CF09 !presente sin dearadar 
CF10 ¡presente sin dearadar 
CF11 !Presente sin dearadar 
CF12 ¡presente sin dearadar 
CF13 ¡presente sin dearadar 
CF14 loresente inor.o barrido 
CF15 !Presente 1 noc.o barrido 
CF16 oresente poco barrido 
CF17 ¡presente sin dearadar 
CF18 presente 1 ooco barrido 
CF19 Presente barrido 
CF20 Presente sind.....,radar 
CF21 presente 1 oor.o barrido 
CF22 presente sin deoradar 
CF23 presente sin dearadar 
CF24 presente barrido 
CF25 presente sin dearadar 
CF26 Presente 1 noco barrido 
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Tabla 8. Electroforesis de las muestras de DNA. 

CONTROLES MASCULINOS 

CLAVE BANDA DE AL TO CALIDAD 
PESO MOLECULAR 

CM01 ¡presente sin dearadar 
CM02 loresente sin d"" radar 
CM03 1oresente 1 nor.n barrido 
CM04 loresente 1noco barrido 
CMOS oresente sin dearadar 
CMOO presente sin dearadar 
CM07 presente ooc:o barrido 
CM08 presente sin deqradar 
CM09 oresente barrido 
CM10 presente sin d"°radar 
CM11 presente barrido 
CM12 ,presente ooc:o barrido 
CM13 1presente , ooc:o barrido 
CM14 :presente sin dPnradar 
CM15 Presente 1 nnr.n barrido 
CM16 :presente -:- ...1 ............ ~ .. r 

=a.111uoco."'1•c.. ..... """• 

CM17 'Presente sin dearadar 
CM18 !presente sin dearadar 
CM19 ¡presente 1 ooc:o barrido 
CM20 !Presente 1 nnr.n barrido 
CM21 !Presente 1 nnr.n barrido 
CM22 !Presente sind..,.radar 
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Tabla 9. Electroforesis de las muestras de DNA. 

TURNER 

CLAVE BANDA DE AL TO CALIDAD 
PESO MOLECULAR 

T01-92 oresente ooco barrido 
T02-92 oresente muvbarrido 
T03-92 presente 1 ooco barrido 
T04-92 'Presente sin dearadar 
T05-92 1oresente sin d..aradar 
T06-92 1oresente DOCO barrido 
T07-92 presente ooco barrido 
TOS-92 presente barrido 
T09-92 presente sin dearadar 
T10-92 oresente sin dearadar 
T11-92 oresente 1 nor.n barrido 
T12-92 1oresente sin dearadar 
T13-92 !Presente sin de<nadar 
T14-92 ¡presente looco barrido 
T15-92 presente barrido 
T16-92 presente barrido 
lil-92 ¡:;~----·~ .~ .... _ barrido 
T18-92 ,oresente nor.n barrido 
T19-92 :oresente noco barrido 
T20-92 [presente sin deoradar 
T21-92 [presente sin deQradar 
T22-92 [presente looco barrido 
T23-93 oresente 1nn.-..n barrido 
T24-92 oresente barrido 
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Tabla 10. Electroforesis de las muestras de DNA. 

DISGENESIA GONADAL MIXTA 

CLAVE BANDA DE AL TO CALIDAD 
PESO MOLECULAR 

DG01-92 loresente ,......,,._,..barrido 
OG02-92 lnresente lnor.n barrido 
DG03-92 loresente sin daGradL:r 
DG04-92 oresente sin d""'radar 
DGOS-92 oresente tnnr.n barrdio 
DG06-92 :oresente sin dPnradar 
DG07-92 lnresente sind....,radar 
OG00-92 loresente tnnr,-,. barrida 
DG09-92 NO 
OG10-92 loresente sin d""radar 
ND:MUESTRA NO ESTUVO DISPONIBLE. 
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ESTA TESIS NO DEBE 
SALIR ílE LA fü8U-OTECA 

Tabla 11. Electroforesis de las muestras de DNA. 

HERMAFRODITAS VERDADEROS 

CLAVE BANDA DE AL TO CALIDAD 
PESO MOLECULAR 

HV01-92 resente 
HV02-92 resente 
HV03-92 resente 
HV04-92 resenie 
HVOS-92 resente 
HV00-92 resente 
HV07-92 resente 

Tabla 12. Electroforesis de las m•.Jestras de DNA. 

VARONES XX 

CLAVE BANDA DE AL TO CALIDAD 
PESO MOLECULAR 

VX01-92 ¡presente barrido 
VX02-92 !presente sin dearadar 
VX03-92 presente béirrido 
VX04-92 presente sin dearadar 

79 



Tabla 13. Datos clínicos. 

TURNER 

CLAVE CARIOTIPO 

T01-92 45,X/46,X+MAR 
T02-92 45X 
T03-92 45,X/46,XiO<aV47,XiO<aliO<aV48,Xitxnlitxn\itxn\ 
T04-92 45,X/46,XY 
105-92 48,XifXc} 
T06-92 45X 
T07-92 45,X 
T00-92 45X 
T09-92 45,X 
T10-92 45,X/46,XrO<l 
T11-92 45,X 
T12-92 45,X 
T13-92 45,X 
T14-92 45 X/46,Xr(}() 
T15-92 45,X/46,Xi(}(q) 
T16-92 45,X 
T17-92 45,X 
T1t}-92 1!5X 
T19-92 45X 
T20-92 45,X 
T21-92 45,X 
T22-92 45X 
T23-92 45,X 
T24-92 45,X/46,XidicOCal 

!Porcentaje del cariotipo 45,X 
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Tabla 14. Datos clínicos. 

DISGENFSIA GONADAL MIXTA 

CLAVE CARIOTIPO GONAOA GONADA 
DER. IZQ. 

OG01-92 45,X/46,Xdic<YI estría testículo 
DG02-92 45,X/46,XY testículo estría 
OG©-92 45,X/46,XidiclYI estrla testículo 
OG04-92 45,X/46,XY estría testículo 
DG05--92 N.O. N.O. N.D. 
OG06-92 45,X/46,XY gonado- estría 

bastoma 
DG07-92 46,XY estría testículo 
OG06-92 45,X/46,XY N.O. N.O. 
OG09-92 45,X/46,XY estría testículo 
OG10-92 45,X/46,XY N.O. N.O. 
N.O: DATOS NO DISPONIBLES 

Tabla 15. Datos clínicos. 

HERMAFRODITAS VERDADEROS 

CLAVE CARIOTIPO GONAOA GONAOA 
DER. IZQ. 

HV01-92 46,XX ovario ovotestes 
HV02-92 46,XX/47,XXY ovotestes ovario 
HV©-92 46,XX testículo ovotestes 
HV04-92 oaoá de HV03-92 testículo testículo 
HV05-92 46,XX/46,XY N.O. N.D. 
HV00--92 46,XX/46,XY ovotestes ovotestes 
HV07-92 46,XX/46,XY N.O. N.O. 
N.O.: DATOS NO DISPONIBLES. 
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Fig. 8 Electroforesis en gel de agarosa O. 8% 
teffido 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: co~ 
troles femeninos del 1 al 13. 
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Fig. 9 Electroforesis en ge! de agarosa 0.8% 
teñido con bromuro de etidio. Se usan 
2 microgramos de DNA por carril. 
Carri 1 1: marcador de peso molecular, 
A.Hind 111. Carriles del 2 ai 14: Tur
ner de 01 a 13. 
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Fig. ro Electroforesis en gel de agarosa 0.8% 
teñido con· l:¡rQJTiuro de etidio. Se usan 
2 microgramos de DNA por carril. 
Carril 1: Marcador de peso molecular, 
~ Hind III. Carriles del 2 al 7: her
mafrodita~ verdÑderos 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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Fig. M Electroforesis en gel de agarosa 0.8% 
teñido 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 mol~ 
culctL, ~ Hind III. C~=rilc~ !l y 12: 
controles masculinos 01 y 02. Carriles 
13 y 14: controles femeninos 01 y 02. 
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VI. DISCUSION 

El primer paso en ta elaboración del banco de ONA fue la búsqueda de varias 

técnicas de extracción de DNA a aprtir de sangre periférica. Para ello fueron consultados 

tanto manuales de biologfa molecular como algunos protocolos establecidos en otros 

laboratorios. Se eligió el Manual de Biologla Molecular de la Secretada de Salud elaborado 

por la Ora. Gorodezky (2.7). Los criterios para su elección fueron los siguientes: 

·Dispanibilided de material y reactivos. El material que SE' requiere para esta técnica (tubas, 

pipetas, vasos de precipitado, matraces aforados) se encuentra, por su gran utilldad, en 

cualquier labor:ncrio. En genoral. todos los reactivos estuvieron disponibles en el Servicio 

de Genética, excepto SOS y Proteinasa K, los cuales tuvieron que solicitarse en un principio. 

-Equipo. Para esta técnica se ocupa muy poco equipo (centrifuga y baño Marfa), el cual 

estuvO disponible en el Servicio de Genética del Hospital General de México SSa. 

-Accesibilidad. Aunque se requieren dos dtas para la extracción de ONA, la técnica no. es 

muy complicada. Además, esta técnica es utilizada en varios laboratorios de Genética, en los 

cuales hubo la facilidad de ver el procedimiento y de contar con el asesoramiento técnlco. 

Debido a que algunos reactivos y material de consumo tuvieron que ser pedidos al 

extranjero, fue necesario esperar un tiempo para su obtención. Una vez que se contó con 

todos los reactivos, la preparación de las soluciones no presentó mayor problema. 

Se prncodiO cntom:~s ~ la estandarización de la técnica. Para ello se realizaron 

extracciones de DNA a partir de sangre de voluntarios, siguiendo paso a paso la técnica de 

la Dra. Gorodezkyl27). Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron satisfactorios. ya 

que al hacer el análisis espectrofotométrico se obtuvieron relaciones 260/280 muy bajas (en 

el orden de 1 .2), indicando la presencia de altas concentraciones de protelnas. Además, el 

rendimiento obtenido era muy bajo y el DNA obtenido se compactaba, por lo cual se 

disolv(a con mucha dificultad. 
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Se analizó la situación con el fin de determinar qué era lo que estaba sucediendo. Se 

volvieron a preparar las soluciones de lisis de los glóbulos. va que se pensó que pudo haber 

algún error en su elaboración. Sin embargo, se siguieron obteniendo los mismos resultados. 

Debido a esto, se consideraron otras posibles fuentes de error, como el fenal. En un 

principio, éste era J.T.Baker y, debido a su baja pureza, ora necesario destilarlo. Se cambió 

por un fenal de otra marca lMerck), de mayor calidad, el cual no requerra ser destilado. 

Inmediatamente, se obtuvieron mejores resultados en cuanto a las relaciones, siendo éstas 

mayores que las anteriores. A pesar de esto, segufa obteniéndose un bajo rendimiento. En la 

técnica de la Dra. Gorodezky(27} se realizan las dos primeras extracciones empleando 

únicamente fonot. Se observó que después de la segunda extracción la fase acuosa 

disminura notablemente. Después de consultar la bibliografla(107) se optó por realizar estas 

extracciones empleando simultáneamente fenal y cloroformo-isoamílico, ya que el cloroformo 

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

cantidad de solución acuosa retenida en la fase orgánica, para maximizar el rendimiento. 

Una vez que se modificó la técnica, los rendimientos obtenidos fueron mayores ademas de 

que la contaminación proteica disminuyó considerablemente. Macroscópicamente, la 

cantidad de ONA era notablemente mayor a la obtenida anteriormente: ademés, su aspecto 

era diferente, va que no se compactaba, con lo cual se disolvla más répid3mente. 

A partir de este momento, los cambios que se realizaron fueron para obtener aún 

meíores renc.ii ff1iunto:o. En un principio se utilizaron tubos de 1 5 mi de polipropileno v 

después se cambiaron por tubos de vidrio de 13 x 1 OO. Esto se hizo ya que en un principio, 

después de la primera centrifugación, se elimlnBba únicamente el plasma quedando tanto 

los glóbulos blancos como los rojos, no pudléndoso eliminar gran parte de éstos últimos a 

pesar de repetidos lavados con BlGR. Al utilizar tubos de vidrio de 13 x 100, fue más fácil 

visualizar la capa de glóbulos blancos, por lo que se optó por extraer ésta, sin eliminar el 

plasma, evitando et e><ceso de glóbulos rojos, lo cual favoreció tanto a la pureza como al 

rendimiento. 
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La estandarización de la técnica se realizó únicamente con controles tanto femeninos 

como masculinos, y una vez que los resultados obtenidos fueron satisfactorios, se procedió 

a extraer el ONA de los pacientes. 

Ya que en el Servicio de Genética no se cuenta con un espectrofotómetro adecuado, 

las muestras se leyeron en el Servicio de Investigación Básica del Instituto Nacional de 

Cancerologfa. Para la electroforesis en gel de agarosa se. siguió el protocolo descrito en el 

Manual de Biolog(a Molecularl107). 

La relación 260/280 óptima es mayor de 1. 7 .(108) Sin embargo, una relación 

alrededor de 1 .6 se considera buena en la mayocla da los laboratorios, ya que se ha visto 

que a pesar de tener proteínas, éstas no se encuentran en cantidad suficiente para interferir 

con las enzimas de restricciún. En cu:into al r+"lndlmiento, se ha establecido que a partir de 

20 mi. de sangre, se obtienen aproximadamente 200 µg de ONA, lo cual representa una 

buena cantidad si se toma en cuenta que, por ejemplo, para la hibridización tipo Southern 

se requieren 10µg. y para PCR aun menos.(107) 

En la electroforesis el corrimiento del DNA depende de su tamaño. De tal forma que 

el DNA de alto peso molecular migra en menor proporción que el de bajo poso. Por lo que el 

DNA de alto peso molecular se observa en la parte superior del gel. La migración depende 

del tiempo de corrimiento de ahl que sea necesario incluir un marcador de peso molecular. 

Como puede observarse en la tabla 1, en general, todas las muestras de los 

controles femeninos tienen una relación arriba de 1 .6, excepto seis, que se encuentran en 

valores menores . En el caso del CF 12 tk:n~ un;, r~l;:iición de 1 .448, pero en la electroforesis 

se observa una banda de alto peso molecular, sin degradar, por lo que se considera que es 

una buena muestra. Este criterio se aplicó para incluir en el banco de ONA aquellas 

muestras que tuvieron relaciones por debajo de 1.6. Como puede verso, la cantidad total de 

DNA es muy variable, ya que la estandarización de la técnica se hizo con los controles. En la 

tabla 7 se puede observar que todas las muestras presentan una banda de alto peso 

molecular, lo cual es muy impo~ante, ya que para la hibridización tipo Southern se requiere 
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ONA de estas caracterlsrlcas. Unicamente cuatro muestras estaban degradadas, aunque st 

presentaban banda de alto peso molecular. El criterio que se aplica para determinar si una 

muestra tiene alto peso molecular consiste en comparar el corrimiento que ésta presenta con 

el marcador de peso molecular. Si la muestra presenta la banda de 23. 130 pb, se considera 

que contiene DNA de alto peso molecular. Las muestras 2, 12 y 13 se observan muy tenu~ 

en la electroforesis, va que se puso muy poca cantidad. Es imponante hacer notar que las 

muestras degradadas no son ideales para la hibridizaclón tipo Southem, sin embargo se 

conservan ya que pueden utilizarse para PCR. 

En los controles masculinos lTebla 2J se observa, en general, una relación muy 

cercana o arriba do 1. 7. El CM 1 O presenta una relación muy baja, sin embargo la muestra 

no fue descanada, ya qua en la electroforesis ITebla BJ se observa que el DNA es de alto 

peso molecular y no está degradado. En los casos en que la relación es muy baja, lo ideal 

sería realizar una segunda extracción para eliminar las protelnas. Sin embargo, al hacer 

ésto, observamos que se pierde casi por completo la muestra. Todos los controles 

masculinos presentan banda de alto peso molecular, y únicamente dos se encuentran 

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

electroforesis, ya que se puso muy poca cantidad. 

El promedio total del rendimiento de los controles masculinos ñie mayor que el de 

los controles femeninos. 

En las muestras de las pacientes con srndrome de Turnar (Tabla 3), en general todas 

tienen una buena relación 260/280, as( 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 disgenesla ganada! mixta (Tablas 4 y 10), las primeras 

presentan una relación un poco baja, sin embargo en la electroforesis presentan alto peso 

molecular y están poco barridas. En cuanto al rendimiento, éste es muy bueno, ya que en 

general están arriba de los 350 microgramos totales. 

Las primeras dos muestras de los hermafroditas verdaderos (Tablas 5 y 11) tienen 

una relación 260/280 menor que las demás, pero su rendimiento fue muy alto y en la 

electroforesis se observa banda de alto peso molecular y poco barrido, aunque debido a que 

se puso poca cantidad en el gel, la banda se observa muy tenue. El resto de las muestras se 

encuentran en buenas condiciones. 

En cuanto a tos varones XX (Tablas 6 y 12}, las muestras 1 y 4 tienen un muy 

buen rendimiento y la relación es mayor de 1 .6, y presentan alto peso molecular. Sin 

embargo, el rendimiento de las muestras 2 y 3 es bajo, aunque sr presentan la banda de alto 

peso molecular. 

Es imponente hacer notar que a pesar de que la técnica está estandarizada, la pureza 

de las muestras puede variar va que no es una técnica automatizada. Como se trata de un 

método manual se da variabilidad multlfactorial. La cual incluye que la cantidad de sangre 

varía, como también el tiempo y velocidad de agitación. Ademas es importante mencionar la 

vsriabilidad misma de la muestra biológica ya que se trata de diferentes pacientes. 

Las muestras de pacientes que se encuentran degradadas y/o con altas 

concentraciones de prote(nas deben conservarse considerando que no es fácil obtener 

nuevamente sangra del mismo paciente. Además, no debe olvidarse que estas muestras 

pueden utilizarse para PCR. 

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

de algunos pacientes y controles, obteniéndose buenos resultados (111 ). 

En relación a los datos cHnicos, en el síndrome de Turnar tT::hla 13} llama la 

atención el alto porcentaje del cariotipo 45,X (66.66%}, con respecto al reportado en la 

literatura 155%)(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 

habituales de citogenética no se pueden detectar mosalclsmos que se encuentren en bajas 

proporciones. Para esto va a ser de gran ayuda realizar hidridizaclones tipo Southern para 

detectar mosaiclsmos ocultos en estas pacientes. Otra posible explicación es que, debido a 

que el único tejido ann1izado es la sangre periférica. el mosaiclsmo presente en ouos tejidos 

no puede ser detectado. Esto va ha sido reportado(66), observándose un incremento en el 

porcentaje de mosaicismos cuando se anallza más de un tejido tanto con técnicas 

moleculares como citogenéticas. 

Respecto a los hermafroditas verdaderos (Tabla 15) v a las disgenesias gonadalas 

mixtas (Tabla 14), no se puede concluir nada. va que el número de pacientes cuyas 

muestras se trabajaron fue muy pequeño. Es interesante hacer notar qua on el ceso de las 

dlsgenesias gonadales mixtas, a pesar de ser un grupo pequeño, se refleja el alto riesgo de 

malignización, ya que en tan sólo 1 O casos uno presenta gonadoblastoma. De aqul la 

Importancia de determinar qué secuencias del cromosoma Y son las que están asociadas 

con gonablastoma. 

Se cumplió con todos los objetivos que se plantearon en un principio ya que se logró 

elaborar un banco de DNA de buena calidad, as( como representativo d8 los padecimientos 

producidos por anomalfas de la diferenciación sexual. Con ésto se sentaron las bases 

'9)(ftRrimentales para que posteriormente puedan hacerse otros bancos de diversas 

enfermedades hereditarias. 
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VII. CONCLUSIONES 

1.- El rendimiento promedio de los controles masculinos es mayor que el de los femeninos 

debido a que las últimas muestras de los controles masculinos se trabajaron cuando ya se 

hablan superado algunos problemas técnicos, lo cual aumentó el rendimiento. 

2.- En general, los rendimientos de los controles tanto femeninos como masculinos, fueron 

menores que los obtenidos para los pacientes, debido a que los primeros se utilizaron en la 

estandarización de la técnica. 

3.- Una segunda reextracclón, con el fin do eliminar oxease de pratefnas, no es adecuada ya 

que el rendimiento se ve notablemente disminuido, al grado de que se puede llegar a perder 

por completo la mueliitra do ONA. 

4.- Se requiere tanto de la visualización en el gel de agarosa como del análisis 

espectrofotemétrico para tener una idea mas veraz de las condiciones en que se encuentra la 

muestra de DNA. 

5.p De acuerdo a los resultados obtenidos, puede concluirse que la tdcnlca ha sido 

estandarizada ya que se obtiene un DNA de buena calidad, con un buen rendimiento, por lo 

que es adecuado para las tdcnlcas de biología molecular. 
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