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REBUMEN

La 'detéfminacién sexual en manifercs afin no esté
completaménté elucidada, pero se considera que depende de una
via de regulacién génica. En este proceso, el cromosoma Y tiene
una funcidén esencial ya que porta el gen que actia como
determinante masculino dirigiendo la formacidén del testiculo a
partir de la génada indiferenciada. En humanos el gen ZFY (zinc
finger protein on Y chromosome) localizado en el brazo corto del
cromosoma Y fue propuesto como el IDF (factor determinante
testicular), pero evidencias posteriores lo descartaron como
TDF, ZFY probablemente participa en 1la espermatogénesis.
Recientemente se ha ubicado al TDF adyacente a la regién
pseudoautosémica en ¥p dentro de un fragmento de 35 kb, este gen
fue denominado SRY (sex-determining region of the Y chromosome).
Este gen codifica para una proteina con un dominio de wunién a
DNA y estd relacionado con las proteinas de alta movilidad (caja
HMG) . El gen SRY satisface los criterios para ser el TDF.

El objetivo de este trabajo es reconocer secuencias
derivadas del cromosoma Y en DNA gen6mico de pacientes con
anomalias de la diferenciacién sexual, especialmente de la
diferenciacidn gonadal como son 1los varones XX y los
hermafroditas verdaderos, para tratdr de ayudar a establecer la

etiologia de estos padecimientos.



Se analizardn‘s'vafones *X.y10 hétmafrodifas verdaderos (6
con - cariotipo 46 (XX/46,XY y une
46,XX/47,3XY) con sondas ¥ oligonu 1e6t1dos especificos para la

regiones alfoides centroméricas ,cromosoma Y v los genes ZFY

y SRY. ‘

Los resultados de los estudios moleculares de los 8 varones
XX estudiados no mostraron positividad para la regién
centromérica del <cromosoma Y. Utilizando la .sonda pDP1007
especifica para el gen ZFY y por PCR. con oligonucleétidos
especificos para los genes ZFY y SRY se reconocié que tres
pacientes fueron ZFY y SRY positivos, mientras gque uno fue sblo
SRY positivo. Los cuatro restant;s mostraban ausencia de
secuencias del cromosoma Y.

§6lo uno de los hermafroditas verdaderos 46,XX presentd las
secuencias del brazo corto del cromosoma ¥ (2FY y SRY), los
otros cinco hermafroditas verdaderos 46,XX no presentaron
secuencias derivadas del cromosma Y. No se detectaron secuencias
centroméricas del Y en ninguno de ellos. Los estudios
moleculares en los hermafroditas verdaderos con cariotipo
46,XX/46,XY y 46,XX/47,XXY mostraron la bresencia de centrémero
del cromosoma Y y de los genes ZFY y SRY.

la presencia de secuencias derivadas del Y en los pacientes
con cariotipo 46,XX pudo deberse a un intercambio desigual en la
meiosis paterna; mientras gque en los pacientes Y negatives pudo
haber ocurrido una mutacién autosémica o ligada al X que permita

la diferenciacién testicular en ausencia del TDF.



ABSBTRACT

GENETIC AND' MOLECULAR . STUDIES . IN'’TRUE : HERMAPHRODITES . AND XX

MALES. .. .00 ocal

VSex determination in- mammals has not -yet been completely
elucidated, put it -ie ‘ generally agreed that it involves a
pathway of gene regulat:.on. In this process the Y chromosome
plays an essential role, as it carries the control gene which
triggers maleness by directing testes formation from the
indifferent gonad. In humans the gene 2ZFY (zinc finger protein
on Y chromosome) was proposed like the TDF (testis determining
factor), but recently this locus was redefingd in a a 35 kb
segment on the distal region of the short arm of the Y
chromosome, proximal to the pseudoéutosomal boundary. The gene
defined by this segment' is called SRY (sex-determining region on
¥ chromosome) . ]

The objetive of this study is to recognize sequences
derivated from the Y chromosome in genomic DNA from patients
with sexual differentiation abnormalities, specifically from the
gonadal differentiation like XX males and true hermaphrodites,
to try to establish the etiology of these diseases.

Molecular analysis searching for Y-derived sequences was
performed in 8 sporadic 46,xx,_males and in 10 sporadic true

hermaphrodites. (6: 46,XX, 3: 46,XX/46,XY and 1: 46,XX/47, XXY).



Three XX males where ZFY+ SRY+, showing: several phenotypes, .
another XX male :p'resented only ' the SRY sequence and- had complete
virilization, -while the remaining  four: were Y-negative 'with

__'abnorrual "qenitailia. In all cases -a hidden mosaicism with a Y-

'bearmg “celll‘ hne was ruled out due to the absence. of Y-

centrometxc sequences. Our data demonstrate that the phenotype .

does not always correlate with the presence or absence of Y=~

saquences in* th genome.

six of the true hemaphrodites were: 46,XX, the molecular

studies in these cases showed Yp sequences only in patient HV1

(2FY+ SRY+), the remainlng five were Y negative. In the four

6; XX/46 XY Y-centromerlc and

true hermaphrodites with ,kar typ

¥p ‘sequences were detected.

In patients with:’ 46 XX karyotype the derivated sequences
from ¥ could be owed to Y nterchanqe between X and ¥
chromosomes in the pat :while the Y-negative could

be owed to an autosomal

testicular differentiation in__?,the absence of TDF.



INTRODUCCION

Origen y Evolucién del Bexo.

La reproduccisén a partir de un solo progenitor se denomina
asexual (Margulis y Sagan, 1985; Margulis, 1986). Los
procariontes se reproducen asexualmente por. fisién binaria o por
gemacién, la descendencia procede de un s6lo progenitor de gquien
recibe todos sus genes. Algunas bacterias han desarrollado una
clase de proceso sexual llamado conjugacién bacteriana, mediante
el cual una bacteria donadora (f%) transfiere informacién
genética a wuna bacteria receptora (F-), la cantidad de DNA
tranaferida es variable (Ippen-ihler y Minkley, 1986; Lewin,
1994). Después de la conjugacién, la célula receptora, ahora
convertida en célula hija, es una célula conjugante o
recombinante, que recibe la informacién genética de ambos
progenitores (donador y receptor) (Margulis, 1986).

Las bacterias pueden adquirir informacidn genética diferente
por otros dos procesos, la transduccidn mediada por fagoes y la
transformacién en la cual la célula bacteriana incorpora DNA del
medio (Lewin, 1994).

A diferencia de los procariontes, los eucariontes con
excepcidén de algunos protistas, se reproducen sexualmente; es
decir, 1la descendencia posee genes procedentes de dos

progenitores (Margulis, 1986).



La via evolutiva'qué‘ééndujo de la reproduccién asexual a la
sexual con éos prdgeniﬁéres fhe compleja; entre sus numerosos
pasos requirié de 1la oféanizacién del material genético en
cromosomas y del desarrollo de la mitosis y posteriormente de la
melosis (McIntosh, 1985; harqulis, 1986; Alberts et al., 1989)
Durante la meiosis se lleva a cabo la recombinacién o el
entrecruzamiento entre los cromosomas homdlogos, ésto enriquece
la informacién genética en las células haploides resultantes
(Cleveland, 1947; Margulis, 1986; Alberts et al., 1889). El
ntimero diploide de Cromosomas se recupera durante la
fertilizacién (Wassarman, 1987).

La aparicién de la raproduccién sexual proporciond a la vida
una de sus estrategias m&s importantes: una forma nueva de
incorporar cambios genéticos con valor adaptativo; los genes
preexistentes y por lo tanto presumiblemente ventajoses, pueden
recombinarse ré&pidamente en nuevos individuos. Contrarjamente a
lo que ocurre en los procariontes, fundamentalmente asexuados,
gue adquieren variabilidad genética por medio de mutaciones, los
organismos sexuados no necesitan que exista aparicién de una
mutacién favorable, pues cuando yva 1a posée distintos individuos
pueden combinarse r&pidamente y la descendencia puede adquirir

esta ventaja (Crews, 19%4).



Diferenciacidén Sexual animal.

Una de las caracteristicas. mis impbrf‘:‘aint'e.'s "d“e,la'vvidi_ ‘es'la

sexualidad, la divisién en hembras y. machos .+ Las* diferencias

fenotipicas entre los dos ééx?:ﬂ 'in'c‘:‘.‘lui}en’» apériéncia,
comportamiento y "maquilléjé" Quimipé . eﬁ ‘7 c&si k todos | los
organismos multicelulares (Crews, "1994)°: . : ' .

Los diversos grupos: aniﬁnalés : éxhiben " unia sorprendente
variedad de sistemas de deteminécién ééxﬁal (Hodgkin, 1992), es

més, ‘algunos sistemas que son superficialmente similares pueden

utilizar diferentes mecanismos: basicos El control de 1la

determinacién sexual esta ihfldyidia& pqiv:‘ factores ambientales,
cromosdmicos (relacién x-a‘ut‘:‘os’om‘as)r y © génicos (Figura 1)

(McLaxren, 1988).

Factores ambientales )

En el gusanoc Bonellis viridia, el . sexo fenotipico e_sta
determinado por la distancia de la larva a la madre. La larva
presente en la proboscide de la madre se desarrolla como
masculina, en cambic la larva distante se desarrolla como
femenina. Se ha sugerido que la madre secreta en la proboscide
una sustancia u hormona masculinizante (Simpson, 1976).

Los estimulos sensoriales pueden modular la diferenciacién
sexual. Algunas especies de peces dependientes de estimulos
sociales son hermafroditas secuenciales, es decir, cambian de un

sexo a otro durante su vida, perc sélo expresan un sexo gonadal



en un momento determinado. Los peces anémona anaranjados, asi
como los blancos, nacen como machos Yy posteriormente se
desarrollan como hembras. Ciertos peces que viven en los
arrecifes de coral en el Océano Pacifico y en el cCaribe siguen
el curso opuesto, comienzan como hembras y luego se transforman
en machos. El cambio de sexo depende de un factor social, como
la desaparicién de una hembra o un macho dominante (Ohno, 1967;
Crews, 1994). En el pez rojo Anthias squamipinnis el porcentaje
de hembras y machos esta determinade por estimulos visuales;
cuando en un tanque s6lo se encuentran hembras una de ellas
revertird a sexo masculino, lo cual no ocurre si se coloca un
macho en un tanque contiguo separado por un vidrio (Fishelson,
1970) . Otras especies de peces son hermafroditas simultdneos,
pero nunca fertilizan sus propios huevos, se aparean para
mantener las ventajas de la diversidad genética proporcionada
por la reproducciédn sexual. Entonces, el sexo expresado por un
pez depende de su entorne social (Crews, 1994).

En muchas clases de reptiles la temperatura de incubacién
del hueve va a determinar el sexo; por ejemplo en varias
tortugas terrestres y marinas se desarrollan machos a
temperaturas bajas de incubacién y hembras a temperaturas altas;
contrariamente a lo que sucede en lagartijas y cocodrilos en los
que en temperaturas bajas de incubacién se obtienen hembras y en

altas machos (Bull y Vegt, 1979; Bull, 1980; Crews, 1994).
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Figura 1. Mecanismos de determinacién del sexo en animales,
un factor génico o ambiental dirige el desarrollo hacia hembra o

macho (modificada de Crews, 1994).
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ctores cromosémi cié ~autosomas

Los cromosomas homemérficos y comunes en ambos sexos son los
1lamades autosomas, los heteromédrficos sen el par de cromosomas
sexuales (X y ¥ 6 2 y W) (Gardner, 1975). En organismos como
Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans el sexo esté
determinado por el nGmero de cromosomas X en relacién a los
autosomas, ambas especies presentan dos sexos. En Caenorhabditis
el nemitodo XX es normalmente hermafrodita y el X0 es masculino,
los hermafroditas son esencialmente hembras somAticas que
producen primere espermatocitos y luego oocitos (Hodgkin, 1992;
McElreavey et al., 1993a). En Droébphila las moscas XX son
hembras y las X¥ son machos, sin embargo' el cromosoma Y ne es el
determinante del sexo (Hodgkin, 1992;- Cl‘.ine,,.'1§93)_.' En ambas

especies la deterninacién del sexo sg’\‘bé_s,a en ;la relacién ‘de

cromosomas X y autosomas (X:A) (Hodgkin 1996

El control géniceo de la determiﬁac del’ s,axro_e‘n estos dos

modelos ha sido reconocido debido.:a’ la ,idép'_tificaciﬁn de
mutaciones gue modifican un fenotipo et'li"iotro; ésto ha permitido
clonar genes relacionados con la determinacién del sexo en ambos
organismos. Inesperadamente el andlisis comparativo de estos
genes reveld que no hay semejanzas en la secuencia de eventes
entre las dos especies (Hodgkin, 1982) ¥y que los mecanismes
moleculares que participan en la diferenciacién sexual en las

dos especies son muy diferentes.’
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La determinacién del sexo en la Drosoph%la ocurre a través
Qe una cascada de interacciones de regulacién posiﬁiva,
generalmente mediadas por procesamiento de RNA, mientras que en
el caenorhabditis la cascada esta caracterizada por
interacciones de regulacién negativa (Figura 2) (Hodgkin, 1996;
Hodgkin, 1992; Cline, 1993; McElreavey et al., 1993a).

La relacién X:A en Drosophila dicta el estado de actividad
del gen maestro regulador sex lethal (Sx1) que se transcribe en
ambos sexos. En moscas hembra (2X:2A) el producto del geﬁ Sx1 es
funcional, contrarianente a lo que ocurre en machos (1X:2A) en
que la proteina esta truncada. El gen SxI dirige el desarrollo
sexual a través de su efecto en la cascada génica gue regula la
determinacion del sexo somético (Hodgkin, 1990; Cline, 1993).

En Caenorhabditis elegans la séﬁal primaria de determinaciédn
del sexo es la relacién X:A y los genes que controlan la via de
determinacién sexual (Xol y sdc). En respuesta a una baja
relacién X:A el gen maestro Xol-l regqula negativamente a los
genes sdc-1, sdc-2 y sde-3. Basé&ndose en estudios de mutaciones
en los genes sdc se predijo que estos regulan negativamente al
siguiente gen en la cascada de la determinacién del sexo her-1.
En machos 1los niveles de expresién de her~1 son elevados,
mientras que niveles muy bajos pueden  detectarse en

hermafroditas. (Hodgkin, 1990; McElreavey et al., 1993a).
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DUFERENCIAC 1ON SEXUAL

Compensacién de dosin
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Figura 2. Dilagrama esquemdtico de las vias de determinacién

del sexo en JDrosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans

(nodificada de Hodgkin, 1990).

cto cos

En algunas especies de organismos multicelulares la

determinacién sexual esta bajo el control de un s&lo gen o un

pequefio némerc de genes. El sexo heterogamético lleva diferentes

alelos de este gen o genes y produce dos tipos de células

sexnales, en cambio el sexo homogamético es homocigoto para

estos genes (Iucchesi, 1994). En mamifercse el cromesoma Y actGa
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como un determinante masculine dominante, independlentemente del

nimero de cromosomas X presentes en el genom Individucs XY,
XXY o XXXY son masculinos, mientras que i di xx o XXX
gon femeninos (Welshons y Russell, ! . . Esto
indica gue existe un gen (o geneé):
determina el sexo masculino (McLéreﬁ, ' }.991a). En otros
organismos como aves y reptiles, el indi;\}iduo homogamético (32)
corresponde al sexo masculino y el heterogamético (2ZW) al

femenino (Becak et al., 1964; Bull, 1980; McLaren, 1988).
Evolucidén de los Cromosomas Bexuales.

La reproducciébn sexual con dimorfisme gamético es casi
universal entre los eucariontes. Los gametos femeninos y los
masculinos pueden ser producidos por el mismo individuo
(cosexualidad) o por individuos diferentes (gonocoria). En este
Gltimo caso el dimorfismo fenotipico es también muy frecuente.
La forma m&s comin de determinacién genética del sexo reguiere
de la participacién de los cromosomas sexuales (Charlesworth,
1991) .

Se ha sugerido que los cromosomas sexuales se derivan de un
par de cromosomas homdélogos. Esto se apoya en estudios
citogenéticos en serpientes, cuyo sexo heterogamético es el
femenino y donde se encuentran variaciones entre los cromosomas
sexuales 2 y W (Becak et al., 1964), En la familia més primitiva

de las serpientes, la Boidae, el cuarto par de cromosomas
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corresponde . a los cromosomas § sexuales ‘2 y Bl y

homomér £icos. Eﬁ‘ camb:.o, 'famllia

calubr.idae,
cromosomas %y w scm del ren: g

inversién perlcéntric‘

Crotalidae, I:,‘lapt::n.dae y _iper.idae las mﬁs evoluclonadas derlos'.

reptiles, el cromosom muy pequeno N (Kobel, 1962).’ La

pérdida de homologia entre 105 cromosomas Zy: W modificé el

apareamiento me:LE:tico ‘y condgjo a un entrecruzamiento des:.gu.al,
favoreciendo la pérﬁida de‘algun_as ‘r_egiones y dando lugar a la
estructura actual de los cromosomas sexuale‘s {Polani, 1982).

En especies en donde el sexo heterogamético es el masculino,
la ausencia de intercambio genét‘iAc'o estd - asociada con una

pérdida de homologia genética;,éntre:_,regibnés ‘relevantes de. los

cronosomas X y Y (Charlesworth,ﬂ‘lé 1; ‘Ricé,"1994') .- E1 cromosoma

X mantiene las secuenciaé,"L‘crigin'ales, ,mie‘nt‘rés gque en el
cromosoma ¥ s6lo se han preée
1984; Lucchesi, 1994) :

En los mamiféx:és K
cromosomas X y ¥, y

hombélogos (Cuevas . :\Cfxafleswo'rth, "1991; Ellis,

1991; Rappold, 1993) En ‘el';hu‘xﬁa_néjla regién pseudoautosémica se
localiza en 1la parté:‘;.li»j‘..stal Vdel brazo corto de los cromosomas
sexuales X y-Y, dontiené‘secueneias homélogas y es el sitio de
apareamiento  entre Vél X y el 'Y durante la meiosis masculina

{Rappold, 1993},



15
Diferenciacidén Bexual en el Humano.

La diferenciacién sexual en el  humano :es':un. proceso

dinérico, sujeto a un programaﬁ‘secpxériciai e 'Ex;_sﬂ.rretrapas de

diferenciacién. 1) Cromosémica, . 2) _Gonad31'.,§ ‘diferenciagién

sexual primaria y 3) Fenofip‘;il;:a ifex{éﬁéiécién sexual

secundaria (Kefman-Alfaro et a.l‘.,‘,198:2')

Diferenciacién cromosémica

El proceso de diferenciacién cromosémica en wmamiferos se
inicia en el  momento de la fertilizacién cuando un
espermatozoide que posee un cromosoma X o un cromosoma Y
fertiliza un &vulo que aporta un cromosoma X (Wassarman, 1987).
El complemento cromosSmico XX corresponde al sexo femenino y el
XY al masculino. Desde hace tiempo se postuld que la presencia
del cromosoma Y es necesaria para la diferenciacién testicular
de la génada primitiva (Jost, 1953; Welshons y Russell, 1959},
indicando que en este cromosoma se debia de localizar el
inductor del desarrollo testicular llamado  TDF (Testis
Determining Factor) en humanos y Tdy (Testis determining ¥ gene)
en ratén. Se postularon diversos factores para cumplir con esta
funcidn, entre ellos el antigeno H-Y, las secuencias Bkm, el gen

2ZFY y recientemente el gen SRY.
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Antfgeno H~Y
El antigeno H-Y fue" considerado durante una &poca como el

principal inductor de'-iva diférenciécién testicul'ar {(Billinham y

silvers, 1960; Wachtel et*al;',"v‘l"sis) z '-'sikn'kemvbargo, evidencias

bioguimicas 'y moleculares 'pbistn,avrjivo‘xf s’ lovlr-ﬁex'cluyeron como TDF

(Zenzes et al., 1978; Cuevas y‘Kofma‘ri,'»ls!éO)'.

Secuencias Bkm

Se denominan BKkm por ser aisladas de la vibora Banded Krait
Minor. Estas secuencias estéan ampliamente distribuidas en el
genoma de los diferentes organismos y fueron asociadas a la
determinacién del sexo heterogamético, En el ratén se han
observado en los cromcsomas Y, X y 17 y en el humano estas se
localizan en los cromosomas 6, 11 y X pero no en el Y, lo que
descarté su participacién en 1la 'determinacién sexual (Kiel-

Metzger et al., 1985).

ZFY (Zinc finder dene on Y chromosome)

El andlisis Qe las secuencias del cromosoma Y presentes en
un varén XX y ausentes en una mujer XY con translocacién Y:22
permitieron a Page y cols. sugerir la localizacién del TDF en un
fragmento de 140 kb, en el intervalo 1Al del brazo corto del
cromosoma Y. En esta regién fue identificado el gen 3ZFY (zinc
finger gene on Y chromosome), el cual fue propueste como el TDF

(Page et al., 1987).
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EL gen ZFY codifica para una protelna con niclec de Zn y 13
” dedos con capacidad de un16n a DNA que puede participar en la
regulacién de la transcripcmn. El mismo grupo de investigadores
reconocid ‘la’ presencia de un gen homélogo a ZFY en el cromeosoma
X (Xp21.3), ‘el gen 4FX, postulando un mecanismo de dosis génica
que controlara la diferenciacién testicular basandose en la
inactivacisn del cromosoma X (Page et al., 1987). Sin embargo,
posteriormente se describié que el gen " 2ZFX escapa a la
inactivacién por lo gque 1la hipétesis de dosis génica fue
descartada (Schneider-Gadicke et al.,, 1989).

otras evidencias que descartaron al gen ZFY como TDF fueron:

a) Sinclair y cols en 1988 reportaron gue genes homdlogos a
ZFY en marsuplales se localizan en autosomas,

b) El1 estudio de la expresifn de Zfy-1 Y Zfy-2 (homblogos
murinos de &FY) en un embrién mostrd gque los primeros
transcritos de Zfy-1 aparecen antes de la diferenciacién
testicular, aumentan en el momento en que ésta ocurre y decrecen
una vez que se ha establecido; Zfy-~2 s6lo se expresa en el
testiculo adulto. Ademis en ratones WS/W®, que carecen de
c&lulas germinales, Zfy-1 Y Zfy-2 no se expresan, lo que indica
gue Zfy no es el TDF porque éste deberfa expresarse en las
células somiticas de la génada en desarrollo. (Koopman et al.,
1889).

c)} El1 gen ZFY esta ausente en 20% de los varones XX ¥ en la
mayoria de los hermafroditas verdaderos 46,XX (Ramsay et al.,

1988).
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4)’ En tres varones ~46, XX y en un hermafrodita verdadero

46 XX se encontré la presencia | ‘un fraqmento d:l cromosoma Y

redefinieron esta regi 3 béﬁstituida por

subclondndola en varios - fragmen o; ue* —fuercm ut:.l;zados como

sondas para estudios de hlbrldacion DNA-DNA en. -mamiferos de
ambos sexos (bovinos, murlnos, quyos Yy humanos). Sb6lo el
fragmento p¥53.3 se encontrd conservado en todos los euterios
analizados y su secuencia reveié un marco de lectura abierto
para 223 aminodcidos (aa). La comparacién de esta secuencia de
aa con la de otras proteinas mostré homologia con proteinas no-
histonas del grupo de proteinas de alta movilidad (HMG), en una
regién de 79 aa conocida como caja HMG (Sinclair et al., 1990).
La caja HMG se ha encontrado en diferentes prot;_einas con
propiedades de unién a DNA, incluyendo algunos factores de
transcripcién (Ner, 1992). La presencia de la caja HMG puede
implicar que. el producto del gen SRY sea un regulador
transcripcional de otros genes en la via de la determinacién del
sexo (Goodfellow y Lovell-Badge, 1993).

Diversas evidencias experimentales apoyan 1la hipétesis de

que el gen SRY es el TDF:
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‘a) ‘Localizaciér'l‘ d;omos'éxqica del gen -‘:SVRY.- En’ hunianps‘“el,SRY

al., 19'90) o

gen SRY (Page et al,, 1990). La Locall;é{:ién crdmbséixibé zief 5)?1{ i

ha sido determinada indireétéﬁénté" en ‘myxchas especlas :
mamiferos euterios por la delecién de fragmentos especificos del
cromosoma Y (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990; Gubbay'
et al., 1992). Homblogos del SRY han sido detectados en . el
cromosoma ¥ en dos ordenes de marsupiales (Foster et al., 1992) .
b) Patrones de expresién.- Cualquier gen implicadorque se
postule tenga - funcién: en -la deteminacién .del sexo debe de
expresarse ‘en - el momento de la diferenciacién de la cresta
genital hacia el testicuio (Koopnian et al,, 1989). Utilizando el
método_ de: t;;pscripﬁ:&sa reversa pér -reaccién en cadena de 1la
-polimerasa (RT-PCR) "en RNAm derivado de crestas genitales de
ratén, fue posible detectar la expresién de.Sry en machos a los
10.5, 11.5 y trazas a los 12.5 dpc (dias post~-coito). También se
ha observade expresi6tbn de Sry en testicules de ratén adulto
(Koopman et al., 1990). La hibridacién in situ en embriones
sugiere que la expresién de Sry estd 1limitada a la cresta
genital y posiblemente al componente somdtico de la génada en
desarrollo; ésto fue confirmado observando embriones machos

We/W®, que carecen de células germinales. En contraste, la
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: ) (s:ncla:.r et al., 1990), y medlant :R C j.én se detectan

niveles de expresiﬁn bajos en varios tejidos: fetales, incluyendo

el cerebro (Goodfellow y Lovel],fBadge,

993). rLa expresién del
SRY es especifica en tiempo y tejidbé' lo que sugiere 1la
existencia de genes que lo controlen y que actdan "rio arriba"
en la via de la determinacién del sexo. AGn no se conoce la
identidad especifica de éstos (Goecdfellow y Lovelll-Badge, 1993).

c) Mutaciones de SRY en mujeres 46,XY.- Las mutaciones en el
gen SRY resultan en pédrdida de éu funcién y pueden causar
reversién sexual como por ejemplo en individuos 46,XY que
desarrollan fenotipo femenlno y disgenesia gonadal (Berta et
al., 1990; Jager et al., 1990; Hawkins et al., 1992; Affara et
al., 1993). Solo 15% de estos sujetos presentan mutaciones
puntuales o pegquefias deleciones en la regién gque codifica para
la caja HMG (Berta et al., 199%0; Jager et al., 1990; Hawkins et
al., 1992; Affara et al., 1993). La mayoria de las mutaciones
descritas son de novo y pueden ocurrir en la linea germinal
paterna o muy temprano en el desarrollo embrionario (Berta et
al., 1990; Affara et al., 1993). Existen también mutaciones

heredadas (Jager et al., 1992). FEl andlisis de los productos de
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SRY con mutaciones en la caja HHG, muestra en algunos casos la
»pérdida de union al DNA' (Hawk:l.ns et al., 1992; Mc Elreavey et

‘ali, 1992b, Affara et a1., 1993)

d) Ratones transgénicos para »Sr {EnY1991 Roopman y cols.,

transfectaron un fragmento de_DNA‘ [:! y:del cromosoma Y que

J.ncluia al gen-Sry' a ratones 467 XX »,obseryahrdose que 25% de los

reversién sexual. Aungue se

transgénicos para Sry presentaba
or el desarrollo testicular en

al cromosoma Y la reversién

sexual no

posicién,
lo- flanque?n ‘e ugéf d; "int:egracién.

e) Caracterizacién molecular de SRY.- En el humano el
transcrito del gen " SRY no presenta :.ntrones Y produce un
transerito ‘de 1.1 kb (Su y Lau, 1993). El producto de SRY
presenta una regitn de unién a DNA, la caja HMG; esta unién
pareceria depender tanto de la secuencia como de la conformacién
del DNA; la secuencia consenso que reconoce es A/TACAAT y la
conformaciébn es DNA cruciforme (Bianchi et al,, 1992; Ferrari et
al., 1992). Se ha observado que SRY se puede unir a promotores
de otros genes relacionados con la diferenciacién sexual como el
gen MIS (sustancia inhibidora de Milleriancs) y el de 1la
aromatasa P450 (Hagqq et al., 1993). AGn cuando se ha demostrado
que la proteina de SRY se une a DNA y lo dobia en un &ngulo de

85%, ain no se ha demostrado gue pueda afectar la transcripcién
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(Goodfellow y Lovell-Badge, 1993) :

' f) ‘SRY - y autosomasv.‘ La via de 1a determinacn.bn del " sexo
ademds del gen SRY  en el : cromosoma ¥ »cuevnta‘ con 1la
participacién de otros genes locallizédos én e'lj cromosoma X o en
autosomas gue pueden actuar “r&o arriba" q "rio abajo" de SRY.
Estos genes ain no se conocen con certeza .pero se han propuesto
que el gen MIS puede influir en_el desarrollo de la gbnada y
probablemente actfie después de .SRY. -Otros  estudiocs indican que
el den WT1 relacionado con el fumor de Wilms pudiera actuar
antes del gen SRY (Bogan y Page, 1994).

gi Accidn de SRY e interacciones célula-célula.- Cuatro
linajes celulares estén comprometidas en el desarrollo de la
gonada, cada uno de ellos bipotenciales: i) células germinales,
ii) células de soporte, iii) células esteroldogénicas y iv)
células de tejido conectivo. El gen Sry. actia en el linaje de
las células de soporte para diferenciarlas en células de
Sertoli, todos los demas linajes siguen entonces 1la linea de
diferenciacién testicular (McLaren, 1991b). Sin embargo, en
algunas circunstancias Sry no es suficiente y a veces no es
necesario para la diferenciacién de las células de Sertoli
(Palmer y Burgoyne, 1991}. Por ello, el gen Sry no puede ser
visto como el Gnico gen responsable de comprometer a las células
de una manera especifica. Es claro que las interacciones célula-
célula son criticas para la funcién de Sry y en general para la
diferenciacién gonadal (Palmer y Burgoyne, 1991; Lovell-Badge,

1992} .
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h) COnservacién de" g in_s‘R_Y\en‘ la ‘escala filog'enét'ica.-'El

espécies ) mcluyendo

marsupiales y primates a unica reglén conservada entre todas

ellas es la caja HMG'(Txersch et l., 1991, Goodfellow Y Lovell-

Badge, 1993)

Diferenciacién_gonadal
La génada en los- mamiferos esté compuesta po:c células

germinales y por tres. tipos de células sométlcas( células de

soporte (células de Sertoli en el macho y células foliculares en

la hembra), células esteraldogénlcas (células de Leydig en el
macho y células de la teca en 1a° hembra) y celulas ‘de tejido
conectivo (Balinsky, 1978; Alvaraz-Buylla y Merchant-Larios,
1986; Bogan y Page, 1994).

Las génadas se desarrollan en la mitad posterior del
embridén, a partir del borde superior de la capa visceral del
mesodermo de la placa lateral. El primer esbozo aparece formando
una banda longitudinal engrosada de epitelio mesodérmico, que
tapiza la cavidad del embrién a los lados del mesenterio dorsal:
la cresta germinal. Esta, se forma a partir de las células
mesodérmicas que van a dar origen a las células somdticas de la
génada (Balinsky, 1978). El otro tipo celular son las células
germinales primordiales {CGP) de origen extragonadal,
migratorias, que pueden establecer contacto con células
somaticas y tienen capacidad de proliferaci6tn. En el humano las

CGP se reconocen tempranamente, son mds grandes que las células
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sométicas, de citoplasma clar nucleos grandes y redondos, con

oY fosfatasa alcalina (McKay,

un contenido

1953) ... .Se’ observan ~,p°’-' prm ra vez, a los 22 dias de vida

. embricnar:ta, 1n1c1ando 1a legrac).én alrededor de la 4a sewmana

desde el endodermo del intestino y el epitelxo dorsal del saco
vitelino a través del mesenterio dorsal para llegar a la gdnada
primitiva aproximadamenté en ;la 5a serﬁaha (Witschi,: 1948). ‘En
muchas especies las CGP llegan a las cercanias de .la .regién
urogenital por fuerzas pasivas, ya sea a través de 1la
circulacién o por rearreglos morfogenétiéos, como en mamiferos
(Alvarez-Buylla y Merchant-Larios, 1986). Una vez préximas a la
génada presentan un desplazamiento ameboide activo. Se desconoce
el factor o los factores que guian a las CGP a su destino, pero
es' claro gue las células somAticas gque se encuentran en la
regién de las crestas genitales poséen y/o emiten seflales
especificas que atraen y retienen a las CGP (Wylie y Heaswman,
1993) . Existe evidencia que 15 fibronectina estd presente a lo
largo de la ruta migratoria de las CGP y gue esta glicoproteina
es necesaria para la translocacién de las CGP in vitro (Alvarez-
Buylla y Merchant-Larios, 1986). Las CGP émpiezan a proliferar
en la cresta urogenital, coincidiendo. cu}z la pfoliferacién de
las células somiticas mesenquimatosas y del epitelio celémico
que bordean esta regién (Balinsky, 1978; Wylie y Heasman, 1993).

La gbénada primitiva tiende a organizarse en dos estructuras;
aquella gque presenta a las CGP reodeadas por células somidticas

precursoras de las células de Sertoli o de la granulosa y la gue
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presenta el tejido: estromstico. que "daré origen al tejido

conectivov,‘ : tejido instersticial

{Balinsky, 1978
Taketo,  1991) primitiva o indiferenciada r'se”

distribuye’ .en '‘dc :"”,lra corteza y la  médula. La .-

diferenciaci6n gonadal comienza entonces con el establecimiento

Ce la gonada seXualmente indiferenciada o primitiva ’(Merchant-

Larios y Taketo, 1991).

El primer evento en la diferenciacién sexual es la invasién
gradual de mese'nquima y células endoteliales hacia la -cresta
genital en la génada de los embriones masculinos (XY) (Merchant-
Larios y ’l‘aketo, 1991), como resultado los cordones sexuales
primitivos se wvuelven conspicuos, primero en la regién de la
médula y después en la corteza, las CGP migran de la corteza de
la gdénada hasta los cordones sexuales primitives de la mé&dula,
para formar los tibulos seminiferos gue quedan conectados a la
rete testis. Estos conductos se desarrollan en la parte dorsal
de la génada y se conectan con el mesonefros. La médula del
testiculo pasa a ser una porcién funcional, en cambio la corteza
se reduce Yy se convierte en una capa epitelial delgada que cubre
la cavidad celémica (Merchant-Larios y Taketo, 1991; Merchant-
Larios et al., 1993). A nivel ultraestructural las células de
Sertoli son las primeras que se diferencian, se identifican por

el desarrollo de reticule endoplasmico rugoso, este canmbio
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cito iégicb_ puae :

diferénciagﬁiéh a8 1as células. de Leydig y de las’ células. micides

corteza, la cual aumenta’ 'de"e“‘s;‘iésbr.‘ Durante ‘el™ creciniento ‘de,
la génada, las células corticales sév: ai;ruééﬁ 'y."fddéarg a una 6_ )
varias CGP, que van a formar vlb'ls oiocitos‘ primarios, los
foliculos se forman séle cuando hay oocitos, en auéencfa de
oocitos no hay foliculogenésis y por 1o tanto persisten los
cordones gonadales, los cuales pueden parecerse a los tlbulos

seminiferos cuande se observan en microsopia de 1luz (Taketo-

Hosotani et al., 1989; Merchant-Larios y Taketo, 1991).

Diferenciacién_ fenotipica

Constituye la diferenciacién’ de loé ‘'genitales internos vy
externos y depende del tipo “d'e tjtf)'ﬁ'éd‘a' ﬁres‘{ante. Este mecanismo

fue elucidado experimentalmente’ por Jost en. 1953, guien demostrd

gue cuando la g&nada _prirhitii)é‘, if_ex‘:éhcia a testiculo, sus

secreciones hormonales  inducen'. el desarrollo del fenotipo
masculino; en cambio si la difei:énciacién gonadal ocurre hacia

ovario, el fenotipo pasivamente serid femenino. La ausencia
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genital, :v‘ : engrosamiento
labioescrotal

El fenotlpo mascullno resulta de’ éién"dg tres hormonas

testiculares; 1la sustancla u hormona nl pr_é de -los conductos

millerianos (MIS), la testosterona (T)- a dihid;otestosterona

(DHTy. La MIS es secretada por las cél" as ,Sertoli y causa

regresién de los conductos mullerlanps alrededor de las 8

semanas de gestacién. Posteriormente;’la Vtgs_torstv:erona secretada

por las células de Leydig, induce el'desarroll‘o»de los conductos

wolffianos en epididimo, vas deféréné', conducto eyaculador y

vesiculas seminales. La difer:enciaciéxi los genitales externos

masculinos estd dada por 1la DHT que se. forma a partir de la

reduccién de la T mediante la’ accio de la 5-alfa reductasa

extragonadal (Jossc et al., 1991, qosso,:j;992).

El fenotipo femenino no rédﬁigi’e de éecreciones hormonales.
En ausencia de MIS, los conduéﬁos. mullerianos no invelucionan y
posteriormente se desarrollaran en ftero, trompas de falopio y

tercio superior de la vagina. La ausencia de T conduge a la
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involucién’ dé los conductos :wolffianos.y en ausencia. de DHT los

“genitales’ éxfeghos se desatrollaﬁ como ‘femeninos . (Josso et’ al.,

1991; Joaso;"

. En ‘flra

humano.
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Diferenciacién gonadal patolégica.

Aunque pueden existir alteraciones de 1la diferenciaqlbn
sexual a todos los niveles, son de particular interés para este
trabajo las alteraciones de la diferenciacién gonadal.

Las alteraciones de 1la diferenciacién gonadal ocurren
durante la wvida intrauterina y se traducen en la vida posnatal
en un grupo de entidades clinicas bien reconocidas,
caracterizadas por la incongruencia entre el sexo cromosémico y
el sexo gonadal del individuo. Este fentmeno puede presentarse
en forma esporidica o familiar. En este grupo de alteraciones se

incluye al hermafroditismo verdaderc y al sindrome de vardén XX.
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Hermafroditismo verdadero.

El hermafroditismo verdaderc  (HV)'es -una de las variantes

mds raras de los estados intersexuales’ en'_fé'l .humano. En este los

individuos afectados  poséen tanto .tejido ovarico como

testicular, ya sea -en génadas‘ separadas o “formando ovotestes

(Klebs, 1876). El tejido ovarico no sélo contiene estroma sino

también foliculos,'. x'nie‘n! u n_i"elr 'tejido testicular deben

estar presentes tubfilos ‘seminiferos -(Grumbach y Conte, 1981;

Pérez-Palacios et al.,” 1994a) Ei_ ‘padecimiento es la mayoria de

las veces esporddice,  aunque- existen algunos casos familiares
(Armendares et al., 1975; v'a'n:‘-’Niek’erk, 1976; Ramsay et al.,

1988) .

Clasificacidn. :

En 1981 van Niekerk establecisé una clasificacidn, de
acuerdo al tipo 'y:distf_ribucién del tejido gonadal en los HV:
1.~ Bilatefa]:.' %J;{oteétes presente en ambos lados.
2.~ Uﬁilaﬁex.:'al. oQotestes de un lado y ovario o testiculo
contralateral.
3.- Alter‘na o lateral. Ovario en un lado y testiculo en el lado
opuesto.
. En 1981, van Niekerk y Retief examinaron los patrones de
distribucién gonadal en 409 casos de HV, encontrando que 1las
combinaciones gonadales més frecuentes son ovario-testiculo en

un 29.6% y ovotestes-ovario en un 29.1%; otros arreglos como
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ovotestes bilateral y ovotestes-testiculo son menos frecuentes.

Caracteristicas ¢ cas

La ambigiiedad de los genitales internos y externos depende
en cada caso de la produccidén hormonal de las génadas presentes.
En la mayoria de estos los genltales estan suficientemente
virilizados y debido al tamafio del falo el sexo de asignacién es
por lo general masculino (van Niekerk y Retief, 1981; Kofman-
Alfaro et al., 1992). Afin cuando esta entidad se asocia siempre
con anomalias genitales, s6lo un 20% de los pacientes presenta
ambigiedad genital severa, por lo que consultan al nacimiento.

Los ovarios en los HV presentan una localizacién normal, en
cambio, el testiculo puede tener una posicién intra-abdominal,
inguinal o escrotal. La posicién del ovotestes depende de la
cantidad de tejido ovarico o testicular presente, encontréndose
en cavidad abdominal en 50% de los casos o en el trayecto de
descenso testicular en el resto (van Niekerk y Retief, 1981;
Kuhn et al., 1985). El tejido ovérico y testicular en el
ovotestes puede estar separado uno de otro o de manera imbricada
(van Niekerk y Retief, 1981; Kuhn et al., 1985). En esta entidad
no se obsevan comunmente cambios en la identidad psicosexual de
los pacientes (Pérez-Palacios et al., 1994a).

En pacientes adultos con menor grado de ambigliedad genital
los sintomas que pueden llevar al diagnéstico de HV incluyen
hematuria ciclica, amenorrea, hematocolpos, ginecomastia o la

presencia de hernias inguinales (Pérez-Palacios et al., 1994a).
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Citogenética.

En dos tercios de 1los pacientes con “HV el

46,XX, siguiéndole en frecuencia » el 46 xx/46 XY

otros mosaicos cromosémicos (Gallegos et al.,‘ ani'Niekefk,

1976; van Niekerk y Retief, 1981)

uncién endécrina anetogénica’: .-

En la pubertad, los HV present:an todos los camb:.os ‘en’. la

unidad hlpotalémica-pituitaria que se observan en los indlviduos
normales (van Niekerk y Ret_ief_,\ 19_81, Kofman-Alfaro et al.,‘
1992). Ccomo resultado dei aumrenvtroren"lras concentraciones de las
gonadotropinas (LH y FSH), el tejido gonadal puede iniciar su
funcién gametogénica y/o hormonal. lLa produccisn relativa de
hormonas sexuales esteroideas (andrdgenos Yy/o estrdgenés +
progesterona) puede variar dependiendo de la composicidén de las
génadas y el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias
depende de las hormonas predominantemente secretadas (Grumbach y
Conte, 1981; Pérez-Palacios et al., 1981).

En la pubertad, el ovario o el componente ovirico del
ovotestes comienzan su producecidn hormonal mis temprano que el

componente testicular, de manera similar a-lo que se observa en

la poblacién normal. nproximadamehté ‘laimitad de los casos

estudiados muestran desarrollo.. mamario y signos de ovulacidn
(van Niekerk y RetieE, 1981;. Kofman-}\.lfaro et al., 1992; Pérez-

Palacios et al., 1994a), e J._ncluso existen reportes de
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fertilidad en HV con fenotipo femenxno (Nar;ta et al., 1975;

‘Tegenkamp et al.,

1979). La presencia de ginecomasti

et al., 1981)

los casos reportados por Gaﬁ TNiéker Retief: se documenféiy

espermatogénesis.

gindrome del Vardn XX

El sindrome del Varén XX fue desbfito en 19643‘y se

caracteriza por la presencia de un cariatipo—ls X en ind1v1duos

1964).

El padecimiento presenta una frecuencia del en 20000 a 1

en 40000 en diferentes poblaclones (de : 1972‘ Evans

et al., 1979; de la Chapelle, 1981) La mayoria d los casos son

XX (de 1la Chapelle et coexlstiendo con
hermafroditas verdaderos (Be:géffé Skordis et al.,

1987).

Caracteristicas clinicas.

Los genitales externos.-

de los 'varones XX estin bien

virilizados en 85% de los casos, la'mayoria consulta en la

adolescencia o en la vida- adulta por hipogonadismo, ginecomastia
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y/o infertilidad. E) 15% restante presenta geru.tales externo.S’

anbiguos por lo que pueden diagnosticarse en layinfancia (de ‘la

Chapelle,

1931,

testiculos presentan

el tamaﬁo de - los tdbulos

. éém1hife£os;_'hiperplasia de células de Leydig y ausencia de
eséermafogéhesis. El perfil hormnnal es normal en la infancia
con deterioro gonadal progresive gue conduce en adultos al
desarrollo de un hipogonadismo hipergonadotréfico = (de 1la

Chapelle, 1981).

Citogenética.

Los primeros casos informados revelaron un complemento
cromosémico 46,XX sin anomalias estructurales {de la Chapelle et
al., 1964; Therkelsen,l1964). sin embargo, existen reporte§ de
anomalias en uno de los cromosomas X:

a) En 1974 Madan y Waker reportaron una banda adicional en
Xp en un wvarén XX. El origen de esta banda no pudo ser
jdentificado y el cariotipo se design6é como 46,XXp+.

b) En 1979 Evans y cols., realizaron un estudio citogenético
con bandas G, @ y R en 13 varones XX, encontrande un Xp
heteromérfico en 9 pacientes. Los autores sugirieron 1la

participacién de un intercambic entre los cromosomas X y Y.
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c) de 1la Chapelle" Y ‘cols. en"1979, 'rﬁostraron gque no hay
evidenqia del fendmenc XXp+ ‘en los varones: XX Y .que.ademés la
presencia de XXp+ no es por si ‘miSma evidendia de intercambio

desigual entre el X y el Y durante la neiosis paterna.
Etiologia de hermafroditas verdaderos 46,XX y varones 46,XX

Tres mecanismos han sido propuestos para explicar 1la
diferenciacién testicular en sujetos con cariotipo 46,XX: . (1)
mosajcismoe ocultoc con una linea celular con presencia de
cromosoma Y; {2) translocacidn de material del cromosoma ¥, gue
incluya el factor determinante testicular (TDF) del Y al X en la
meiosis paterna y (3) una mutaciédn autosémica que permita la
determinacién testicular en ausencia de TDF (Ferguson-Smith,
1991; Berkovitz et al., 1992a; Berkovitz, 1992b; Fechner et al.,

1993) .

Mosaicismo oculto con una linea con cromosoma Y.- En este
caso puede haber un mosaico con una linea con un cromosoma Y en
muy bajo porcentaje, o una linea con cromosoma Y presente en la
cresta genital al momento de 1la diferenciacidén testicular
(Berkovitz, 1992b}. Existen reportes de varocnes XX con mosaico

46,XX/47 , KXY (Mird et al., 1978).

Translocacién_ de material genético_del cromosoma Y al X.-

Este mecanismo fue propuesto por Ferguson-Smith en 1966 para
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expllcar 1a revers:.én sexual en individuos con cariotipo 46 XX.

cromosomas x y Y

‘se’ j.ruc;a
(Pearson vy Bobrow, 1970; Simmler ‘et a Rappn].d, 1993), y

posiblemente se extiende’ a’ftﬁ to del cromosoma Y,

lo que predispone a un “entrecruzamient abérrante entre los

a']j.“, 1984), que da como

cromosomas sexuales (Ch'andlé

resultado la translocacid d n sggméhi:o de tamafio variable del

cromosoma Y al X. Incluso’se ha-propuesto que la formacién de 1a

vesicula sexual durante 1‘é"g§r)imeravarofase meiética favorece la
asociacién de un fragmenﬁo de‘,‘!pfcon la regidn pseudoautosémica
del cromosoma X (Stalvey et al., i939). Estudios moleculares
realizados hasta la fecha, en pacientes con diagnéstico de varén
XX han confirmado esta hipétesis, ya que indican gue 80% de
ellos presentan secuenclas derivadas del.cromosoma ¥ de tamafio
variable en su genoma (Guellaen et al., 1984; Page et al., 1985;
Affara et al., 1986; Anﬁéréop.et al., 1986; Vergnaud et al.,
1986; Muller et al,, 1.987,; Palmei: etj. al., 1989; Schempp et al.,
1989; Verga y Erickson, 1589; Abbas et al., 1990; Ferguson-Smith
et al., 1990; Donlon et al,, 1991; Pereira et al., 1991;
Berkovitz et al., 1992a; BerKkovitz, 1992b, McElreavey et al.,
1992a; Numabe et al.,1992; Fechner et al., 1993). Esta hip6tesis
se apoya también en los poces hermafroditas verdaderos que
presentan secuencias derivadas del cromosoma Y en su genoma

(Nakagome et al., 1991; McElreavey et al., 1992a).
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Mutacién - g;gggmiga. . En- la mayoria de los. hermafroditas
verdaderos XX Yy eni 20% - de 1os varones XX .no sa encuentran
secuenc:as del cromosoma»!‘(Abba§»etka11, 1990, Perelra et al.,
1991; Kuhnle et al.,’. 1993). . Estudios familiares ' en donde
coexisten sujetos con - ambos padécimienﬁbs éuqiefen un. modo de
herencia autosémico, donde pueden estar implicades uno o mis
genes autosémicos que participen en la cascada de 1la
diferenciacién testicular y que presenten una mutacidn que les
permita actuar en ausencia de TDF (Abbas et al., 1990; Pereira

et al., 1991; McElreavey et al., 1993b; Kuhnle et al., 1993).
Reversisn sexual en otras especies.

La reversién sexual XX, en la que existen sujetos con
complemento cromosémico XX, testiculos bilaterales y fenotipo
masculino se ha reportado en varias especies de mamiferos ademas
del humano, incluyendo al ratén, la cabra (Hamerton et al.,
1969) y el perro (Selden et al., 1984; Mayers-Wallen vy

Patterson, 1988).
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Eticlogia de hermafroditas verdaderos 46,XX/46,XY.

La etiqlogia del hermafroditismo verdaderp:i'ﬁiXX]4§)x¥7 es
diferente ya gque estd presente una linea celularféon_éromdsdma

Y. Este quimerismo pudo resultar de una dobie ferﬁiliéacién -]

por un error mitético postcigético. La diferenciacién testicular
parcial hude ser ocasioenada por el nimero rélaéivo'de células
que contienen cromosoma Y, comparado con el nGmero de  células
que no lo tienen, por una mutaciétn en el gen st O por menor

expresi6n de SRY en las etapas tempranas de diferenciacién de 1la

génada (Berkovitz, 1992b).
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OBJETIVO

El objetivo: de :e;té : tx;a>ba';io' es iaentificar, como factor
condicionante en varcnes XX ‘y' hermafroditas’ verdaderos 1la
presencia de un mosaico criptico con:cromosoma Y o de secuencias-

del brazo corto del cromosoma Y en el genoma de estos pacientes.

objetivos particulares.

1.~ Identificar secuencias especificas” del centrémero del
cromosoma. Y para descartar la existencia ide una linea celular
con cromosoma . ¥ en varones XX 'y hermafroditas verdaderos con

cariotipo 46, XX.

2.- Reconocer la presencia de los genes JZFY Yy SRY en

varones XX y en hérmafroditas verdaderos 46,XX.

3.~ Corroborar la presencia de secuencias del Y en 1los

hermafroditas verdaderos 46,%X/46,XY.

4.~ caracterizar el genotipo en relacién con el fenotipo en

todos los casos.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientas

Se estudiaron B8 paclentes con diagndstico comprobado de
sindrome de wvarén XX y 10 con diagnéstico comprobade de
hermafroditismo verdadero, Los 18 paclentes estudiados fueron de
la poblacién mexicana y no relacionados. Todos los casos fueron
estudiados previamente. clinica, ci.togenética, endocrinolégica e
histol&gicamente - (Kofman-Alfaro et ..al, 1992; Méndez et al,

1994) .

En la ‘tabla“I sermuestran 188’ caracteristicas clinicas de

los varones xx estud;,ados.'

Tres paca.entes fuexon diagnosticados

en edad adulta por infertili ad ( ’o g1necomast1a (n=1),

cinco pacientes fueron detectaéos en’ la infancia por ambigliedad
genltal. Todos 1los pac1entes pxesgntaban cariotipo 46,XX en las
50 cé&lulas analizadas. Los dato§ endocrinolégicos de los VXX se
muestran en la  tabla II,:- los .pacienteé .adultos mostraron
hipogonadismo hipergonadetréfico, mientras gque los pacientes
pedidtricos presentaban concentraciones hormeonales normales para

su edad.



Tabla I. gar&?fefistiqas, clinicasien

41

los: va;:’bhéé ¥X estudiados.

©EDAD. AL -1NGRESO

TESTICULOS ©

PACIENTE | . SEXO . DE GINECOMASTIA -
I3 (Afos) - ASIGNACION (Volumen ce)
AR 2 . DERECKO [20UIERDO
1 alo 3:2'en. e T2 .
* Hipospadias .
: . . peneana
2 16° K “fato 7.5 om - 33 4 s)
3 35 e falo 9.2 cm 3.3 a7 Ho
4 612 N falo 1.5 cm 1. 1.4 -
) Hipaspadias
perinco-escrotal
5 912 L] Falo 3.2 cm a7 a7 -
hipospadias
penoescrotal
6 91 - H fFalo 3.5 cm 1.0 1.3 -
Hipospadiss
subcoronal
7 25 L] Falo 6.5 em 9.0 9.0 Ko
8 & L] Falo 4.5 cm 1.5 1.0 -
Hipospadias

penoescrotal
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Tabla . II. Coné:entracion‘e_'s'hormonales basales y respuesta m&xima

de testosterona‘al’ estimuld 'con HCG en los varones XX

estudiados ¥

PACIENTE < ' H(efl/mLy ;2 FSH-(ndt/ml) €2 tpafmld < 1 ng/ml) basst T (ng/nld pos HCG

1 0.4 7.5
2 e 2.8
3 e 7.2 2.5 3.0

4 w W w- 05 ‘.z_.'a
5 13 07 :"zo:.u'k ‘ AR ; 10
6 G2 wmt o Ee I v':" 88
7 ms LT ) 'ii-r.ur‘ BRI F R o : se s
8 e ) e o uc N: .m:

Abreviaturas LK: Hopmona Lut‘e!n!unln, FSH: . Hormona™ folicule Estimulante,” E2: Estradiol, T: Testosterona,

HCG: Gonadotrapina Coriénica Humana, WD: Ho Detectable, NC: Ho Cusntificado.

En las tablas JIII y IV se muestran las caracteristicas
clinicas de. los hermafroditas verdaderos estudiados. Todos los
pacientes presentaban ambigiiedad genital con diferentes grados
de severidad. La génada mds frecuentemente encontrada fue el
ovotestes, seguida por ovario y mds raramente por testiculo. El
cariotipo en seis casos fue 46,XX, en tres 46,XX/46,AY y en uno
46,XX/47,%X¥Y. Los estudios endocrinolégicos de los HV se
muestran en la tabla V. lLa sintesis y secreci6n de esteroides
gonadales dependid tanto del tipo de gdénada existente como de su

grado de funcionalidad, asi como de la edad del paciente.
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Tabla TIII. - Caracteristicas = clinicas de  los - hermafroditas

verdaderos estud i'é‘d't;}s y

‘GENITALES 2. GINECOMASTIA

PACIEMTE - EDAD AL ‘INGﬂESD_ " SEXO DE
: -EXTERNOS

CAfios) " " ASIGNACTON =

! ‘escrotatizados (- SR B

: e e L
- SRR " - Escroto bffida. " <

3 wong For e 3s e 0 .

: tabios

escrotal (zados

& nnez F * - §e practico -
: cirugia genital
ontes de ingreso

5 17 F falo 3.0 em st
tabjos
escrotal fzados

[} 4 H Falo 2.8 cm .
Escroto bifido

7 2 L Folo 2.8 tm -
Labios
escrotal zados

8 2 H Falo 2.0 em -
Labjos .
escrotatizados -

14 1 P falo 3.0 em ' -
Labios
, escrotal izades

10 16 L] L falo 3.5 an" . st
: Escroto bifide”
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: his‘tgpraf:olégiycos en los

GENITALES INTERNOS

UTERQ
- DERECHOS ~ ' * 120ULERDOS
A " 'trm trompa sI
reminfacencia - - ‘reminlscencia
de vollfienos de wollfiancs
2 trompa ‘st
epididimo
deferente
3 ’ A.Lé,yx)é' S n\’l‘ot‘ahtzqiv 'nvnAteltes trompa ‘trompa M
€100y - i Lalrden epldidimo epididimo
T4 CBXX ovotestas. «oynevstes trompa trompa 81
€0m ALE
5 . ,';46,)()( i ovario . testfculo: trompa epididima 134
08y K -
6 T3 o _‘fu\}nrlu L testfoule trompa trompa 3
*(100) s .
7 A6, XN746, XY ovarie evotestes trompa trompa 51
(75/25)
a 46,%%/46,XY ovotestes  ovotestes - trompa trompa s1
. (63/32) epldidimo epididimo
9 | A6 XRI46,XY pendiente da cirugia pendiente determinacisén -
@3/17)
10 46, XX/47, %Y ovotestes ovario trompa trompa s1

€72/28)
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- Tabla V. Concentraciones hormonales basales ¥y respuesta méaxima

de testosterona a la HCG en los hei‘mafroditas verdaderos

estudiados. . .
PACIENTE LHCm1 /ml ) FSH ¢ms1/ml)y E2 (pﬂ‘/m‘l) T ba!ll (DB/ml‘) T pos HEG tng/ml)
] BEEE] 35 wo - ,_.v A2 4s.
2 37 2.8 a3 S g 0.7
3 11 0.6 @ b@é- : 210
4 0.8 03 - a3l o 1.5
5 e “HC oK : o we . -
6 D oW o0 o - 9;42 R, 1.73°
7 w0 RV as o ’.0.4_5 :
8 1.5 15 'q;ﬂ

_' T ,;res tosterons,

HCG: Gonadotropina Coriénica Humana, WD: No Detectabie, NC: No Cuantificado

Estudios moleculares
Aislamiento de DNA.

El DNA gendmico de los 18 pacientes asi como de 10 controles
femeninos y 10 masculinos normales fué obtenido de sangre
mediante una técnica descrita anteriormente ({Ausubel et al,

1987; Sambroock et al, 1989; Escobar y Zamora, 1992) con algunas
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modificaciones. Se tomaron de 15 a 20 ml de sangre en tubos con

EDTA como anticoagulante, los leucoc:.tos ée wsepararon por.

centrifugacién y se lavaron de

concentracién final de" 2

hr a 42°c.~

: i:tf&ccibnes con fenol-

Posteriormente,, se realiza o

cloroformo ‘1 i1 Y un”a' ext;raccién :"'con, cloroformo—alcohol
iscamilico 24:1, se precipité el DN’A -eon etanol absoluto a -20°%
y NacCl a una concentracién final de 50 a 100 mM. E1 DNA se lavé
en etanol al 70% y se disolvid en TE. Todas las nuestras se
almacenaron a 4°c.

Todas las muestras de DNA obtenidas se. analizaron por
espectrofotometria, mediante la lectura de la absorbancia a 260
y 280 nm de una &ilucifn 1:100 de la muestra, calculando con
ésta la relacidén 260/280 y la concenf_racién de la muestra. La
concentracién de la muestra se calculd utilizando la siquie;'\te
formula:

concentracién DNA (pg/ul)= (RAa60) (dilucién"l) (0.05ug/ul)
ya que 0.05 pg/pul de DNA = 1 D.O.260
Para conocer la calidad de la muestra se realizé una

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.
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Sondas moleculares.

La sonda pY¥97 corresponde a una familia dé_‘:seéuencias
alfoides repetidas de la regién centromérica 'deli crgmo‘soma Y"”Z
humano. Contiene un fragmento genémico de 5.3: kh en-el’ sitio
EcoRI "de pUC13 (resistente a ampicil-ma) que h‘ibrida con un
fragmento del centrémero del cromcsoma ¥ de 5.5 kb fw»alfé et al,
1985) . B} )

La sonda pDP1007 contiene un fragmento gendmico de 1.3 kb
derivado del cromosoma Y humano clonado en.el siﬁio HindIII de
puUCi3 y detecta por hibridacién DNA-DNA un frégwpento de 3.5 kb
en Yplli.3 que corresponde al gen ZFY (Pagé et‘,a‘l,' ‘.1987). Esta
sonda hibrida en forma cruzada con el gen homé;ogo 2FX én Xp21.3
observindose una banda de 1.8 kb (Page et al, 1?87) . “E1 marcador

del plédsmido es resistencia a ampicilina;‘
Transformacién bacteriana.

La transformacién bacteriana 'sé’ realizé por . técnicas
estiandar (Ausubel et al, 1987; Sambro'ok ,,e't':'al, '1989), Utilizando
células competentes por CaCly de. la 'c‘epa_v E. coli JM101 (sensible
a ampicilina y 1lacZ-). Los plasmidos une. se utilizaron fueron
pDP1007 y p¥97, ambos cont‘ieren resistencia a ampicilina, como
control positivo se utllizo pBR322 y un . control negative sin

DNA. Se conservaron las bacterias transformadas, .
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Purificacién dé"‘,plé's_m:ldo.; )

1a purificacién de : plﬁsmido ‘se realizﬁ por la técnica de

lisozima (Sambrook '-la bacteria
transformada " corazén con
amplc:l.lina, 8% Sacarosa,
0.5% triton' X—l 2 T 15 50 mM{pH 8) y 0.4 ml de
) lisozima :LO mg/ml disuelta en' Trig 25 uM -y 250 ug de RNasa, se
colocaron dlrecto a 1a flama hasta ebu111c16n, posteriermente un
min. en re=-ebullicién a bafio Maria, se colocaroh en hielo, se
centrifugaron y el sobrenadante se precipitd con 0.6 ml de
isopropanol por cada ml de volumen, se centrifugé nuevamente y
se resuspendié en TE. Se realizaron las extra.cciones, una con
fenol y una con fenol:cloroformo:alcohol iéoami}ico (25:24:1),
La fase superior se precipité con él dbble de: volurhen de etanol
y la mitad de volumen de acetato de amoniq 3f4. El Di\IA se lavé en‘

etanol al 70%, se resuspendié en TE y se almacené.a 4°c.
Purificacidén del inserto.

La concentracisn del plasmido se valoro por‘ electroforesis.

Se digirieron 1-5 pg de plasmido con la enzim' e restriccién
correspondiente. Para pDP1007 se ut;lliz i

EcoRI. La digestién se corridé en un gel d con un

marcador de peso molecular Y . plﬁé}qido‘ “comoe

al. ,_Vinserto. Para

referencia. Se corté la banda coyréépoqdiénf
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kb. El inserto se purlflcé_ por dos métodos, ‘el kit-Gene Clean

siguiendo las instrucc 1one

por centrifugaci6n, se realizé un traccién:con fenol, una con

fenol:cloroformo:alcohol isoémillq' (72‘5 4:1), precipitando con

(Koenen, '1989).

etanol, el inserto se almacens @ -20°C.:

Hibridacién DNA-DNA.

Para la técnica de hibridacién DNA-DNA se uti]7i26 el DNA
extrajido a partir de sangre. En todos los casos se digiriercn
10 pug de DNA genémico con EcoRI (Boehringer Mannheim‘ GmbH) .

Los preductos de la digestién se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Se incluys fago lambda
digerido con HindIII como marcador de peso molecular. E1l DNA fue
desnaturalizade iIn situ colocando el gel en solucién
desnaturalizante en agitacién moderada por una hora y una hora
en solucién neutralizante. Posteriormente fue transferido a una
membrana de nitrocelulosa reforzada con nylon (Duralose UV,
Stratagene ] Hybond  C-extra, Amersham) de acuerdo al
procedimiento descrito por Southern en 1975.

La prehibridacién y 1la hibridacién se realizaron por
técnicas esténdar (Ausubel et al, 1987; Sambrook et al, 1989).
La prehibridacién para ambas sondas se realizdé en un volumen de
75 ul por cm2 de filtro y a una temperatura de 42°C por 18 h. La

hibridacién se realizé en un volumen de 50 pl por cm2, por 18 h,
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onda ‘7ka15':'|.'007 Yy

a una temperatura de'. 429C‘para e,,4§9é"para

la sonda p¥97.

El marcaje de las séndas-vmoleculares Y

por hexanuclestidos al:azar.bajo iones ;Lndic}:ldaé por

el fabricante (Amersham, Abiyesbury',A- England). Las condiciones

finales de lavado fueron: o.zxssc/o.l%sbs/si_)%‘ ; Los ffifltros se
expusieron a pelicula X-OMAT K (Kedak, Guadalajara, Jalisco) con

pantalla intensificadora durante 5 dias a -709C.
Reaccién en cadena de la polimerasa.

Se utilizaron cuatro pares de oligonucleétidos: el par ¥i-¥y2
para la regién centromérica gel cromosoma Y, _el par TDF4-TDFS
para el gen ZFY ¥y el par SRY1-SRY2 para el gen SRY.

El par Y1, ¥2 flanquea un frag'lmento da 170 pb de secuencias
alfoides repetidas de la regién centromérica del cromosoma Y
humano. ¥Y1l: 5’~ATG ATA GAA ACG GAA ATA TG-3’; Y2: 5'-AGT AGA»ATG
CAA AGG GCT CC-3‘/. La amplificacién - se 'realizé mediante 30
ciclos (94°C/1 min.; 55%/1 min.; 72°C/1'min.) y un ciclo de
extensién a 729C durante 10 min. (witt‘ y‘Erickson, 1989; Witt vy
Erickson, 1891). ' g

Para el gen ZFY se utiliz6.31 par TDF4: 5'~ATG TGG ATG TCC
ACA AAG GT-3’y TDF5: 5’-AAG CTT GTA GAC ACA CTG TT-3', due
limita una regidén de 400 pb (Page et al, 1987), el. programa de
amplificacién correspondiente es de 30 ciclos (94%¢/1 min.;

60°c/1 min.; 72°¢/1 min.) y un ciclo de extensisn a 72°C durante
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10 min..
. Oprb del' gen SRY

'ramhién se amplificé una reglén de

CAT ATG C-3’ El programa

y snyz. »

de amplificacién ut:.l.\zad : y (95°é/i min.; -50%¢/1 min.;

72%/1 min.) 33 clclos y un c1clo de extensiﬁn a 72°C durante 10
min.. (Nakagome et al., 1991). : '

La amplificacién se realiz® en todos los casos a partir de
1 pg de DNA genbémico. Los oligonuclebtidos y los reactivos para
la reaccién en cadena de la polimerasa fueron adquiridos a Bio-
Synthesis, Inc, Denton, TX. El1 programa de amplificacién Eue
realizado en eqguipo Techne PHC-1. Los productos de PCR fueron
analizados en gel de agarosa 1.5% tefiido con bromuro de etidio

0.0002% (saiki, 1989; Erlich et al.,, 1992).
Praparacién de reactives y soluciones.

Amortiguador de lisis de eritrocitos.

Tris-HCl(pH 7.6) - 10 mM
MgcCl2 S nM
NacCl 10 mM
Mezclar y esterilizar por filtracién.
Amoxrtiquador de lisis de leucocitos.
Trig=HC1(pH 7.6) 10 mM
EDTA(pH 8.0) 10 mM
NacCl 50 mM
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Sbs 0.2 %
Mezclar y esterilizar por filtracién. v
Feﬁol equil ibrado.

Fenol fundido 500.0 - g

8 hidroxigquinoleina »

Tris(pH 8) 001 M .
mezclar agitando vigoroesamente, cubrir con paﬁei aluminio,

almacenar a 40C. Se forman dos fases, utilizéf éolamen;e la.

inferior.
Amortjguador TE.
Tris ) 10 mM
EDTA (pH 8) ) S1mM oL
TBE 5X.
Tris 27.0§
Acide Béricoe 13;8q
EDTA 2 mM

Aforar con agua destilada a 500 ml. Se utiliza en concentracién
1X para preparar los geles de agarosa y correr la electroforesis

Amortiguador de digestiédn.

Tris-HCL(pH 7.6) © 100 mM
EDTA(pH 8.0) 10 mM
NaCl 100 mM

Mezclar y esterilizar por filtracién.
Solucién desnaturalizanpte.
NaOH 0.5 M

NaCl 1.5 ¥



Solucién _neutralizante.

Tris (pH 7.4) 1.0 M

Nacl 15 m
S58C _20X.

Nacl 3.0 H'

Citrato de Na . 0.3 M

Ajustar el pH a 7.0.
Solucién de Prehibridacién-Hibridacién.

Formamida 50.0 %
sSC 6.0 X
Denhart 5.0 X
sDS ) 0.5 %
DNA de salmbn 100pg/ul

Solucién bisica para la reaccidn en cadena de }a polimerasa

{PCR) .
Buffer (10X, 1.5 mM MgCly) 5.0 ul
dATP (10 mM) 1.0 pl
ATTP (10 W) 1.0 pl
dGTP (10 mM) 1.0 p1.
dCTP (10 mM) ’ 1.0 41
Enzima Taq polimerasa (2.5 U/pl) . 0.5 ,ul‘
Oligonucledtido 1 (50uM) 1.0 v,ul‘
Oligonucle6tido 2 (50uM) 1.0 41

DNA . 1.0 pg

El volumen final de la reaccién es de 50 pl.
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REBULTADOS

En -la tabla VI se resumen los resultados de los estundios
moleculares en 1os 8 -yarones XX estudiados. Ninguno de los casos
present6 poslt:.vidad para 1a region centromérica del cromesoma Y
con’ ‘la’ sonda’ p!97 por hibridacit‘m DNA-DNA, ni con 1los
oliqonucleétidos especir:Lcos para centromero de ¥ (Y1-¥2) por PCR
(Figuras 4 ¥ 5, respectlvamente). Al utll:.zar la sonda pDP1007 se
reconocié que los casos 2, 4 y 7 son ZFY positivos, todos 1lag
casos muestran el gen ZFX, hqmélogo a 2ZFY en el cromosma X
(Xp21.3) (Figura 6). Estos datos se confirmaron utilizando PCR con
oligonucledtidos especificos para ZFY (TDF4-TDFS5) (Figura 7).

Los resultados de PCR con el par de oligonuclebtidos SRYi-~
SRY2, especificos para una regién cie 609 pb de SRY, demostraron
la presencia de este gen en 4 de los 8 varones XX (pacientes 2,
3, 4 y 7) (Figura 8).

En cuanto a los 6 hermafroditas verdaderos 46,XX 1los
resultados se encuentran resumidos en la tabla VII. Utilizando la
sonda pY97 y el par de oligonucledtidos Y1-Y2 especificos para la
regidén centromérica del cromosoma Y se observd que ninguno de los
HV 46,XX es positivo para estd regién (Figuras 9 y 10).

La hibridaci6n DNA-D&A con la sonda pDP1007 mostré que sdlo
el caso 1 es positivo para éli gen 2ZFY. Todos los casos son

positivos para el gen ZFX (Figura 11).
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Tabla VI. Resultados de-l a‘n&lisis‘méie‘cu‘laf en* lo§“1varoﬁe.s XX -

astudiados, | -

PACIENTE

bl
Rl
() e )

R - T I I A R VR )

=)

o]

En la figura 12 se muestran los resultades de PCR con los
oligonucleétidos especificos para ZFY, confirmandose que s6lo el
paciente 1 es positivo para ZFY y los casos 2 al 6 son negativos.

Por técnica de PCR con el par de oligonuclebdtidos SRY1-SRY2
se demostré gue sélo el paciente 1 es positivo para SRY (Figura
13).

Los resultados de los casos 7 al 10 se muestran en la tabla
VIII. Los cuatro casos presentan mosaicismo 46,XX con una linea
adicional con cromosoma Y. Se confirmé la presencia de Y
utilizando la sonda pY97 (Figura 14) y por PCR con el par de
oligonucledtidos Yl-Y2 (Figura 15). Los cuatro casos fueron
positivos para los genes ZFY y ZFX utilizando la sonda pDP1007
(Figura 16), resultado gque se confirmd por PCR con lo

oligonuclestidos especificos para ZFY (Figura 15).




56

Tabla VII Resultados del analisis molecular en-los! hermafrod:.tas

verdaderos 46 xx est d:.adas

PACIENTE :

Los resultac
para SRY muestra

(Figura 16). Conf c n cromosoma Y normal.

en los -

VIIZ,

Tabla

- PACIENTE
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Figura 4. Hibridacién DNA-DNA tipo Southern utiiizando 1la
sonda p¥97. El carril M (control masculino) muestra urLa banda de

5.5 kb { » ) correspondiente a 1la regién centropérica del

cromosoma Y. Los carriles F (control femenino), y 1 al|8 (varones
XX estudiados) no la muestran. Los nGmeros a la izquie}rda indican

el peso molecular de fragmentos del fago lambda digeride con

HindIII.
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Figura 5. Reaccién en cadena de la polimerasa. Amplificacién
de la regién centromérica del cromosoma Y utilizando el par de
oligonucleétidos Y1~Y2, El carril E es el marcader de peso
molecular (escalera de 100 pb). El carril M (control masculino)
muestra la banda de 170 pb correspondiente, los carriles F
(control femenino) y 1 al 8 (varones XX estudiados) no 1la

muestran.
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Figura 6. Hibridacidn DNA-DNA tipo Southern utilizando 1la
sonda pDP1007. Carriles 1 al 8: varones XX estudiados. Los
carriles M (control masculino), 2, 4 y 7 muestran una banda de
3.5 kb ( O ) correspondiente al gen ZFY¥. Los carriles F (control
femenino), 1, 3, 5, 6 y 8 (varones no la muestran. Todos los
carriles muestran la banda de 1.8 kb ( @ } correspondiente al gen
ZFX. El marcador de pesc molecular es fago lambda digerido con

HindIII.
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Figura 7., Reaccién en cadena de la polimerasa. Amplificacién
del gen ZFY utilizando el par de oligonucledtidos TDF4~TDF5. Los
varones XX estudiados se encuentran en los carriles 1 al 8., El
carril E es el marcador de peso molecular (escalera de 100 pb).
Los carriles M (contrel masculino), 2, 4 y 7 muestran la banda de
400 pb correspondiente, los carriles F (control femenino), 1, 3,

5, 6 Yy 8 no la muestran.
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Figura 8. Reaccién en cadena de la polimerasa. Amplificacién
del gen SRY utilizando el par de oligonucleStidos SRY1-SRY2.
Carriles 1 al 8: varones XX estudiados. El carril E es el
marcador de peso molecular (escalera de 100 pb). Los carriles M
(control masculino): 2, 3, 4 y 7 muestran la banda de 609 pb
correspondiente, los carriles F (control femenineo), 1, 5, 6 y 8

ne la muestran.
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Figura 9. Hermafroditas verdaderos 46,XX estudiados mediante
hibridacién DNA-DNA tipo Southern utilizando 1la sonda p¥97.
carriles 1 al &: pacientes estudiados. El carril M (control
masculino) muestra una banda de 5.5 kb ( €€ ) correspondiente a la
regién centromérica del cromosoma ¥. Los carriles F (control
femenino), y 1 al 6 no la muestran. Los nGmeros a la derecha
indican el peso molecular de fragmentos del fago lambda digerido

con HindIII.
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Figura 10. Reaccién en cadena de la polimerasa.
Amplificacién de la regién centromérica del cromosoma Y
utilizando el par de oligonucle6tidos Yl-Y2. El carril E es el
marcador de peso molecular (escalera de 100 pb). El carril M
(control masculino) muestra la banda de 170 pb correspondiente,
los. carriles F (control femenino) y 1 al 6 (hermafroditas

verdaderos 46,XX) no la muestran.
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Figura 11. Hermafroditas verdaderos 46,XX (carriles 1 al 6)
estudiados mediante hibridacién DNA-DNA tipo Southern utilizando
la sonda pDP1007. Los carriles M (control masculino) y 1 muestran
una banda de 3.5 kb ( O ) correspondiente al gen ZFY. Los
carriles F (control femenine} y 2 al 6 no la muestran. Todos los
carriles muestran la banda de 1.8 kb ( @ ) correspondiente al gen
ZFX. El marcader de peso molecular es fago lambda digerido' con

HindIII.
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Figura 12, Reaccién en cadena de la polimerasa.
Amplificacién del gen ZFY utilizando el par de oligonuclebstidos
TDF4-TDF5. Carriles 1 al 6: hermafroditas verdaderos 46,XX
estudiades. El1 carril E1 es el marcador de peso molecular
(escalera de 100 pb), el carril E2 es la escalera de 123 pb. Los
carriles M (control masculino) y 1 muestran la banda de 400 pb
correspondiente a la regién amplificada, los carriles F (control

femenino) y 2 al 6 no la muestran.
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Pigura 13. Reaccidn en cadena de la polimerasa.

amplificacién del gen SRY utilizando el par de oligonuclesdtidos

SRY1-SRY2. Carriles 1 al 6: hermafroditas verdaderos 46,XX

estudiados. El carril E es el marcador de peso molecular

(escalera de 100 pb). Los carriles M (control masculino) y 1

muestran la banda de 609 pb correspondiente, los carriles F

(control femenino} y 2 al 6 no la muestran.

66



67

— 94

Figura 14. Pacientes con hermafroditismo verdadero, con una
linea celular con cromosoma Y (carriles 7 al 10) estudiades por
hibridacién DNA~DNA tipoc Southern utilizando la sonda pY¥Y97. Los
carriles M (contrel masculino) y 7 al 10 muestran una banda de
5.5 kb ( « ) correspondiente a la regiah‘ centromérica del
cromosoma ¥, El carril F (control femenino), no la muestra. El

marcador de peso molecular es fago lambda digerido con HindIII.



Figura 15. Amplificacién de 1la regién centromérica del
cromosoma Y mediante PCR utilizando el par de oligonuclesStidos
¥1~-Y2. Carriles 7 al 10: hermafroditas verdaderos, con una linea
celular con cromosoma ¥, estudiados. El carril E es el marcador
de peso molecular (escalera de 100pb). Ls carriles M (control
masculino) y 7 al 10 muestram la banda de 170 pb correspondiente
a la regién amplificada. El carril F (control femenino) no 1la

muestra.
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Figura 16. Hibridacién DNA-DNA tipo Southern utilizando 1la
sonda pDP1007. Los carriles M (control masculino) y 7 al 10
muestran una banda de 3.5 kb ( (O )} correspondiente al gen ZFY., El
carril F (control femenino), no la muestra. Todos los carriles
muestran la banda de 1.8 kb ( @ ) correspondiente al gen ZFX. El

marcador de peso molecular es fago lambda digerido con HindIII.



Figura 17. ‘Reaccién en «cadena de la polimerasa.
Amplificacién del gen ZFY utilizando el par de oligonucleétidos
TDF4-TDF5. Carriles 7 al 10: hermafroditas verdaderos estudiados.
El carril E es el marcador de peso molecular (escalera de 100
pb). Los carriles M (control masculine) y 7 al 10 muestran la
banda de 400 pb correspondiente a la regién amplificada, el

carril F (control femenino) no la muestra.
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Figura 18. Reaccién en cadena de la polimerasa.
Amplificacién del gen SRY utilizande el par de oligonucledtidos
SRY1-SRY2. Carriles 7 al 10: hermafroditas verdaderos estudiados.
El carril E es el marcador de peso molecular (escalera de 100
pb). Los carriles M (control masculino) y 7 al 10 muestran la
banda de 609 pb correspondiente, el carril F (control femenino)

no la muestra.
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DIBCUSION

El  sindrome: del. Varén: XX % fue” “deserito en 1964 y se

caracteriza por presentar- 'car\ij ti’bq‘_fxs,xx' y,"fenotipo "masculine

(de. la Chapelle et al., 1964 her)c‘a’l’se'n,. 1964). Las gb6nadas son
testiculos bilaterale}sr,: lo:s'ge‘ﬁﬂ:alheétiht;rnos son masculinos y
se observan grados variabléé?he fégéé;frbllo de caracteres sexuales
secundarios, El perfii "hori\ionalv'e's: normal en la infancia con
deterioro gonadal proéfesj.vo : éue conduce en adultos a
hipogonadismo hipergonado’trdfico (de la Chapelle, 1981).

Bl estudic de los 8 pacientes con sindrome de varén XX,
mostré tres adultos y ‘cinco prepiberes. En todos los sujetos
estudiados comprobamos el diagnéstico de sindrome de varén XX
clinica, radiolégica y endocrinolégicamente. En nuestro grupo de
varcnes XX el nimero de pacientes con genitales normales es menor
a lo reportado en la literatura, probablemente porque los varones
adultos infértiles en nuestra poblacién no acuden a consulta o no
son referidos para estudio citogenético.

Para explicar la diferenciacién testicular en los varones XX
se han propuesto tres hipétesis:

1) mosaicismo oculto con una linea celular con cromosoma Y
(Miré et al., 1978);

2) intercambio desigual entre los cromosomas X y Y durante
la meiosis paterna con la consecuente translocacidén de material

genético de Y al X (Therkelsen, 1964; Ferguson-Smith, 1966) y
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3). mutaciones en genes en el cromosoma. X o en autosomas que

: permitan la diferenciac16 test:.cular en ausencia de TDF. (Petit

‘ca:r;'iétipo, fue 46,XX 8 ?.za;_las‘ sin  evidencia
citogenética de un cromc‘:som;:Y‘ “‘Est dato fx.ile'bvc;)‘nfirmado mediante
técnicas moleculares, en las que ninquno de ‘los sujetos presentd
secuencias centroméricas del cromosoma Y por hibridacién DNA-DNA
utilizando la sonda Y97, ni por PCR utilizando el par de
oligonucleétidos Y1-Y2. Estos hallazgos eliminan en estos casos
la posibilidad de mosaico criptico en el tejido estudiado.

La presencia de secuencias de Yp en cuatre de nuestros
varones XX (50%) apoya la sequnda hipotesis.

En tres pacientes (casos 2, 4 y 7) el segmento de Yp lncluye
los genes ZFY y SRY. En cambio, el paciente 3 s6lo muestra el gen
SRY, proponiéndose que en este caso el segmento del cromosoma Y
translocado es mas pequefio, pero incluye TDF. Se ha propuesto que
la sola presencia de SRY es insuficiente para el desarrollo
adecuado de genitales externos, En la literatura han sido
descritos algunos casos de varones XX ZFY- SRY+ donde se presenta
criptorquidia uni o bilateral (Palmer et al,, 1989; Fukutani et
al., 1992; Boucekkine et al., 1992; McElreavey et al., 1993b).
5in embargo, el varén XX 3 presenta un fenotipo masculino sin
anomalias genitales, ésto podria deberse a la expresién de un
segundo gen ligado al Y, cercano a SRY que se exprese fuera del

testiculo (Began y Pade, 1994}.
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En los pacientes 1, 5, 6.y 8 no se encontraron secuencias
derivadas del cromosoma Y. Estos casos pedrian corresponder a una
mutacién autoéémica o ligada al cromosoma X en alguno de los
genes gue participan en 1la cascada de la diferenciacidén
testicular, permitiendo el desarrcllo de esta g6nada en ausencia
de TDF, tal como lo propone la tercera hipétesis.

Diferentes reportes sefialan gue en presencia de secuencias
derivadas del cromosoma Y, los varones XX presentan genitales
normales, por el contrario la mayoria de los varones XX con
ambigliedad genital son Y negativos (Affara et al., 1986;
Ferguson~Smith et al., 1990; Ferguson-Smith, 1991; Pereira et
al., 1991i; Berkovitz, 1992b; Numabe et al.,1992; Fechner et al.,
1993),

Los pacientes adultos 2, 3 y 7, que acudieron a consulta por
infertilidad y/o ginecomastia presentaun secuencias derivadas de
¥p, en cambio los casos pediatricos con ambigliedad genital (1, 5,
6 ¥ 8), no nmuestran secuencias derivadas del Y. Estos datos
coinciden con lo reportado en la literatura. No obstante uno de
nuestros pacientes con. ambigiledad genital (caso 4) presenta
secuencias derivadas del cromosoma Y (ZFY+, SRY+), sugiriendo que
en este caso la expresidén de SRY esta alterada por la posicién
del gen en el cromosoma X o por inactivacién preferencial del X
gue posee las secuencias del Y.

Se puede concluir que este padecimiento es genéticamente
heterogéneo dividiéndose en dos grupos bien definidos. El primero
gque incluye a aguellos varones XX que presentan dgenitales

normales y secuencias derivadas del cromosoma Y. El segundo
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grupo, que incluye l'a vaacientes con ,genitales_ ambiguos, seria
similar a los ‘tyxermafrod‘ita's Vve'rdad‘efos» ;16,)()( que -en su mayoria
carecen de secﬁenuias derivadas del Y «(}i’-‘g:guson-’Smith, 1991;
Numabe et al., 1992; Fechner et al., 1993},

AGn cuando la mayorfa de los pacientes con sindrome de varén
XX son esporédicos, se han informado familiaé con varios miembros
-afectados (de la Chapelle et al., 1977) o© coexistiendo con
hermafroditas verdaderos (Berger et al., 1970; Skordis et al.,
1987), Los estudios moleculares en estas Ffamilias revelaron
ausencia de secuencias del cromosoma Y, lo gque sugiere una
etiologia comin para ambos padecimientos. Estos podrian ser
manifestaciones alternativas de u1:1 mismo defecto genético,
probablemente una mutacidén en un gen autosdmico o ligado al
cromosoma X que participe en la cascada de la diferenciacién
sexual y que permita la diferenciacién testicular en ausencia de
TDF. (Waibel et al., 1987; Ramsay et al., 1988; Abbas et al.,
1990; Pereira et al., 1991; Kuhnle et al., 1993).

Se definen como hermafroditas verda;ieros a aquellos
individuos que poseen tejido ovarico y testicular, ya sea en
gbnadas separadas o formando ovotestes (Klebs, 1876). Los
genitales internos y externos, asi como la funcién endbécrina
dependen del tipo de gbénada presente, la funcionalidad de la
misma y la edad del paciente (van Niekerk, 1976), el cariotipo en
la mayoria de los casos es 46,XX (van Niekerk, 1976; Kofman-
Alfaro et al., 1992). El padecimiento es generalmente asporadico,
aungue existen algunos casos familiares (Armendares et al., 1975;

van Niekerk, 1976; Ramsay et al., 1988) o coexistiendo con
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varones XX (Berger et al., 1970; Skordis et al., 1987).

De los 6 casos con. HV' 46,XX estudia&os, 5 ~acudieron a
consulta por anomalias genitales con diferente grado' de
severidad. S6lo el paciente 1,. con menor grado de ambigledad y
sexo de, asignacidn masculino, consultd por ginecomastia y
hematuria ciciica. En todos los sujetos estudiados se comprobd el
diagnéstico de hermafroditismo verdadero tanto clinica como
endocrinoldgicamente. En los 6 casos de HV 46,XX no hubo
evidencia citogenética de presencia de una linea celular con
cromosema ¥, en las 50 células analizadas. Esto fue confirmado
por la negatividad para la regién centromérica del cromosoma Y
por hibridacién DNA-DNA con la sonda Y97 y por PCR con
oligonucleétibdos especificos, lo que descarté en estos casos la
hipétesis del mosaicismo criptico.

Los resultados de la hibridacién DNA-DNA con la sonda
pDP1007 wostraron gue cineco HV 46,XX fueron ZFY negativos,
corroborédndose este hallazgo por PCR con oligonucleétidos
lespecificos para ZFY. S6lo el caso 1 presenté positividad para
ZFY. El anilisis por PCR especifico para SRY demostrd que cinco
casos son SRY negativos y s6lo el caso 1 es SRY+. Esto
probablemente es debido a un intercambio desigual entre X y Y
durante la meiosis paterna, como lo propone una de las hipétesis
gue explica este padecimiento. Para este caso (ZFY+, SRY+) con
ovario y ovotestes, podemos postular varias hipbtesis para
explicar la diferenciacién testicular incompleta: a) rearreglos o
mutacién en el gen SRY ocurridos durante la translocacién o

disninucién de 1la expresién del SRY debido a 1las secuencias
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flangueadoras en el, sitio de la 'tranéléc'acién.»

otras secuencias, ademds de SRY, necesaria para la deteminacién

testicular. c) anomalfas en el tJ.empo -3 la'extension de la

inactivacién del cromosoma X (Berkov:.tz ‘et al. LSéZa) .

Para explicar la dlferenclaclén ovérlca en e1 caso- 1 podria
postularse que la_ expresitn de siu_’ es mas tardia que en
individuos normales. Esto conduciria a insensibilidad de 1la
génada primitiva al producte de SRY, activando los genes
responsables de la diferenciacién ovarica (Berkovitz, 1992b).

Estudios preliminares en DNA obtenido de tejido gonadal
enbebido en parafina mostraron en el paciente 1 la presencia de
los genes ZFY y SRY en la porcidn testicular del ovotestes
estudiada, corrobordndo los datos obtenidos en DNA obtenido de
leucocitos. Se han estudiado también las dos gdnadas de los casos
5 y 6 por PCR con oliqonucleétidds especificos para la regién
centromérica del cromoscma Y, demostrandose la ausencia de estas
secuencias y descartando la posibilidad de un mosaico criptico en
este tejido (Avila, 1993).

Los estudios moleculares en los hermafroditas verdaderos
muestran que la mayorfa carece de secuenclas derivadas del
cromesema Y (Waibel et al., 1987; Ramsay et al., 1988; Nakagone
et al., 1991; Berkovitz et al., 1992a; McElreavey et al., 1992a).
Nuestros datos coinciden con 1los reportados en la literatura
donde la mayoria de los HV 46,XX carecen de secuencias derivadas
del cromosoma Y. Podemos concluir que también el HV 46,XX es un
padecimiento heterogéneo. Adn cuando la presencia de secuencias

del Y es rara, la mayoria de los casos representan mutacionas en
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un gen autosdmico o ligado al X que permiten. la diferenciacién
testicular en ausencia de TDF (Nakagone et al., 1991; Berkovitz
et al., 1992a; Berkovitz, 1992b). .

Comparando el tipo de gbnada, y el fenotipo con la ausencia
o presencia de secuencias del cromosoma Y ge bbservaj que en los
HV 46,XX no hay relacién alguna entre el fenotipo y la presencia
o no de secuencias de ¥p. ; : ! 7 7

"En” el hermatroditismo verdadero 46,XX/46,XY el ‘quimerismo
pudo resultar de una doble fertilizacién o por un error mité6tico
postcigético. La diferenciacién testicular parcial pude ser
ocasionada por el nlmero relativo de células que contienen
cromosoma Y, comparado con el nfimero de células que no lo tienen,
por una mutacién en el gen SRY o por menor expresién de SRY en
las etapas tempranas de diferenclacién de la génada (Berkovitz,
1992b). Los tres pacientes HV 46,XX/46,X¥Y y el paciente HV
46,XX/47,%XY acudieron a consulta por ambigiledad genital. Los
estudios citogenéticos realizados en estos pacientes mostraren
que no existe relacién entre el tipo de génada presente y el
porcentaje de células con cromosoma ¥, ya que la gbénada més
frecuentemente encontrada fue el ovotestes. No hay una relacién
entre el sexo de asignacién y el porcentaje de células con
cromosoma Y, como se pude observar en la tabla IV. El caso 9 con
mayor porcentaje de células con cremosoma Y (77%) tiene sexo de
asignacién femenino, mientras que los pacientes 7, 8 y 10 con
sexo de asignacién masculino presentan un menor porcentaje de
células con cromosoma Y. Los estudios endocrinolégicos mostraron

que la produccién hormonal depende del tipo de génada presente y
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la edad del paciente. El tnico paciente postpGber (caso 10)
mostré concentra@iones elevadas de éstradiol indicando 1la
funcionalidad del évlario y niveles bajos de testosterona antes y
después de 1la estimulacién con gonadotropina coriénica humana
(Kofman-Alfaro et al., 1992).

Los estudios moleculares en los casos 7 al 10 meostraron
presencia de secuencias centroméricas del cromosoma Y y de los
genes ZFY y SRY, corroborando la presencia de un <romosoma Y
normal. Es importante secuenciar en estos pacientes el gen SRY
para tratar de identificar mutaciones que pudieran estar
ocasionando la diferenciacién testicular parcial (Braun et al.,

1993).
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CONCLUSIONES

1.- De los 8 varones XX estudiados 50% presenté6 secuencias
derivadas del cromosoma Y. Este hallazgo apoya la hipbtesis que
propone un intercambio desigual en la meiosis paterna entre los
cromosomas X Yy Y como la causa de presentar desarrcllo

testicular, en presencia de cariotipo 46,XX.

2.~ De los varones XX, el caso 3 (ZFY-, SRY+) presenta una
reversidn sexual completa sin anomalfas genitales. Este paciente
parecerfia corresponder a los pocos'Varones XX descritos en la
literatura donde la sola presencia del gen SRY es suficiente para

una virilizacidn adecuada.

3.~ El varén XX 4, que presenta ambigliedad genital y es ZFY+
Y SRY+, constituye una excepcifén a la mayoria de los reportes en
la literatura donde los varones XX con Secuencias derivadas del

cromosoma Y no presentan ambigiliedad genital.

4.~ Los varones XX que no presentan secuencias derivadas del
Y y tienen ambigiledad genital estan relacicnados con los
hermafroditas verdaderos XX con ambigiledad genital que tampoco
presentan secuencias del Y. Estas podrian ser manifestaciocnes
alternativas de un mismo defecto genético, una alteracién en un
gen o genes autosémico o ligado al cromosoma X que permita la

diferenciacién testicular en ausencia de TDF.
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5.- De los 6 hermafroditas verdaderos 46,X%XX sélo un casro
presentd secuencias derivadas de Yp, que pudieran explicar la
diferenciacién testicular en este caso, probablemente por un
intercambio desigual entre los cromosomas X y Y durante la

meiosis paterna.

6.- Los hermafroditas verdaderos 2 al 6 no presentaron
_Secuencias derivadas del Y. En estos casos el defecto puede
localizarse en un gen ligado al X o autosémico que participe en
la cascada de 1la diferenciacién testicular gque permita 1la

diferenciacién-del testiculo en ausencia de TDF.

7.- Los resultados obtenidos en los HV 46,XX coinciden con
lo reportado en la literatura, donde la minoria de los HV 46,XX

presenta secuencias derivadas del cromosoma Y.

8.~ Los hermafroditas verdaderos 46,XX/46,XY mostraron un
cromosoma ¥ aparentemente normal. En este casoc el desarrollc de
la génada puede depender de la funcién de SRY o de la cantidad

relativa de células con cromosmas Y presentes.,

9.- El sindrome de varén XX y el hermafroditismo verdadero

son padecimientos geneticamente heterogéneos.
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10.~ La diferenciacién sexual en el humano es un proceso a(n
no totalmente dilucidado. La identificacién del gen SRY como TOF
constituye s6lo un paso en este mecanisme, faltando la deteccién
de genes ligados al X o autosémicos que participen antes o

despuds de SRY en la cascada que conduce al fenotipo masculino.
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