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Resumen

El dimorfismo sexual en los mamiferos es el producto de la
accién concertada de un gran nGnmero de moléculas durante 1la
embriogénesis. Después de establecido el sexo cromosémico, se
determina el destino de la gdnada indiferenciada hacia dos vias:
ovario o testiculo. En el embrién XY, una compleja interaccién de
seflales se activa cuande el factor determinante testicular (TDF)
se expresa y dispara la cascada de la diferenciacién testicular.
En ausencia de cromosoma Y, la génada bipotencial evoluciona
pasivamente hacia 1la formacién de un ovario. El desarrello
posterior de las caracteristicas sexuales secundarias constituye
el sexo fenotipico.

Existen errores en este proceso complejo que se manifiestan
como una incongruencia entre el sexo cromosdmico, el sexo gonadal
y el sexo fenotipico. En el humano, la reversién sexual da como
resultado el sindrome del varén XX (VX) o la disgenesia gonadal
pura (DGP) XY. La disgenesia gonadal mixta (DGM) y el
hermafroditismo verdadero (HV) 46,XX, son resultado de unh proceso
de diferenciacién sexual anormal. En estos padecimientos se
extirpan una o ambas génadas de acuerdo a criterios médicos
establecidos.

En los Gltimos afios, la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) ha demostrado su enorne potencial en estudios
retrospectivos en ADN obtenido de muestras diversas, incluyende
tejido embebido cn parafina.

La estandarizacién de una técnica para extraer ADN de gdnadas
incluidas en parafina, asi como la amplificacién enzimitica de
secuencias centroméricas especificas de los cromosomas X y Y a
partir de este ADN, constituyen los principales objetivos de este
trabajo.

utilizando tejido gonadal normal (testiculo y ovario)
incluido en parafina, se logrd desarrollar una metodologifa para
extraer ADN cualitativa y cuantitativamente apropiade para usarse
en PCR. Esta metodologfa fue aplicada al anilisis del genoma
gonadal de dos pacientes con disgenesia gonadal mixta, un

III



paclente con disgenesia gonadal pura 46,XY y dos casos de
hermatroditismo verdadero 46,XX.

Se ldentificé 1la presencia de una regién centromérica del
cromosoma ¥ en los dos pacientes con DGH y en la paciente con DGP
46,XY, y se descartd en los casos de HV 46,XX. Esta misma regién
fue identificada en el ADN de leucocitos de estos pacilentes.

Este estudio demuestra la posibilidad de realizar analisis
molecular retrospective por PCR en génadas inclufdas en parafina.
En ‘el caso de las gdnadas presentes en pacientes con diferentes
ancmalfias de 1la diferenciacién sexual, la investigacidén de
sacuencias especificas permite entender m&s claramente la
etiologla de estos padecimientos.

v



1. Karco tedrico

Desde tiempos inmemoriales existe uma gran curiosidad acerca
de los factores que determinan el sexo de un huevo ser. Ya en el
esplendor de la cultura griega, se postulaban hip6tesis
cientificas en cuanto al mecanismo de determinacién sexual;
contando con aportaciones de filésofos de la época, entre ellos
Arist6teles (Fincham, 1987). '

Hasta 1900 se aceptaba que el sexo del embrién humano se
determinaba por factores ambientales tales como la nutricién
materna. A rafz del redescubrimiento de las contribucicnes de
Mendel, -se encontré que en varias especies de vertebrados e
invertebrados, el sexo individual era determinado por la
constitucién cromosémica, demostrdndose que el dimorfismo sexual
en insectos tenia bases cromosémicas (Fincham, 1987).

En el nemstodo Caenorhabditls elegans y en Drosophila, el
sexo es determinado por la relacién existente entre el nimero de
cromosomas X y de autosomas (X/A). De esta manera, las hembras de
Drosophila tienen una relacién 2X:2A y los machos 1X:2A
(McElreavey y cols., 1993b).

La existencia de los cromosomas X y Y humanos se demostr& en
1923 por métodos citolégicos. Por analogia a Drosophila, se asumié
que el sexo en mamiferos depende del nfmero de cromosomas X
presentes. En 1959, estudios en humanos y ratones con complementos
cromosémicos anormales como por ejemplo XXY y X0, revelaron el
papel critico del cromosoma Y en la determinacién sexual. De
manera independiente del nimero de cromosomas X, los embriones de
mamiferos que poseen un cromosoma Y (XY o XXY) se desarrollan como
machos, en contraste con el fenotipo femenino originado en
embriones sin cromosoma Y (XX o X0) (Page y cols., 1987). La
determinacién y diferenciacién sexual son procesos secuenciales
que inician con el establecimiento del sexo genético en la
concepcién, seguido por la difererenciacién gonadal y fenotipica
durante la embricgénesis temprana y finalizando en la pubertad con
la maduracién sexual completa y la capacidad de preservar la
especie (Moore y Grumbach, 199%2).



1.1 Los cromosomas sexuales humanos

En la actualidad se acepta que los cromosomas sexuales
dinérficos provienen de un par de cromosomas sexuales homomérficos
por una reduccisén gradual del cromosoma Y y con una serie de
rearreglos importantes (Hedgkin, 1992},

1.1.1 El cromoscha Y

El cromosoma Y es pequefio, acrocéntrico y pertenece al grupo
G, siendo generalmente el m&s grande de este dgrupo. Los brazos
largos tienden a acercarse entre si y no posee satélites en sus
brazos cortos. Muestra un gran polimorfismo de tamafio debido a su
regién heterocromitica (Cuevas-Covarrubias y Kofman-alfare, 1990).

Este cromosoma se divide en dos regiones: una eucronitica
localizada en todo el brazo corto y la regién proximal del brazo
large, Y una porcién heterocromitica, genéticamente inactiva,
ubicada en la regién distal de sus brazos largos (Cuevas-
Covarrubias y Kofman-Alfaro, 15990).

Los resultades de un mapa de delecién del cromosoma Y usando
varias enzimas de restriccién, permiten dividirlo en 7 intervalos:
los primeros 3 incluyen la totalidad de Yp, el cuarto corresponde
a la regién centromérica y los tres restantes se encuentran en el
brazo largo (Vergnaud y cols., 1986). Page y cols.; (1991) han
propuesto un mapa m&s detallado del cromosoma Y, dividiéndolo en
30 intervalos.

En la parte distal del brazo corto del cromosoma Y se
encuentra la regién pseudoautosémica principal o mayor (PAR),
abarcando en promedio unos 2.6 Mb de longitud (Rappold, 1993).
Existe una regién homéloga en el cromosoma X, conocida como regién
pseudoautosémica del cromosoma X. El nombre de esta regién deriva
de su participacisén en el apareamiento de los cromosomas X y Y en
forma término-terminal entre Xp y Yp, abarcando al menos 95% de Yp
y 27% de Xp. En PAR se lleva a cabo recombinaci&n homéloga entre
los cromosomas X Y Y durante la mejosis paterna (Cuevas-
Covarrubias y Kofman-Alfaro, 1990). Se ha encontrade una segunda



regién pseudoautosémica en brazes largos de los cromosomas X y Y,
muy cerca de los telémeres (Freije y cols., 1992)}. Recientemente
se determiné que esta segunda regién pseudoautosémica consta de
320 kb, translocados del cromosoma X al Y mediante un evento de
recombinacién mediado por secuencias Alu (Kvaloy y cols., 1994).
El limite de la regién pseudoautosémica del cromosoma Y (PABY)
tiene préxima wuna serie de secuencias Alu, mnismas que se
encuentran ausentes en las cercanfas de PABX, la frontera de la
regién pseudoautosémica del cromosoma X. Las secuencias Alu
corresponden a ADN repetitivo humano con una unidad monomérica de
" 304 pares de bases (pb) (Ellis y cols., 1989).

Se han identificado 6 genes en la regién pseudoautosémica
principal de ambos cromosomas sexuales humanos (Rappold, 1993). El
gen MIC2 codifica para un antigeno de superficie inveolucrado en
procesos de adhesién celular; el gen XE? cuya funcién es
desconocida; el locus ASMT, que codifica para la acetilserotonina
metiltransferasa, enzima que cataliza la reaceién final en 1la
sintesis de la hormona melatonina y que se ha propuesto como
candidato para desérdenes psiquidtricos a causa de su expresién
limitada a cerebro y retina. Otro gen es el gue codifica para la
adenina nucledtido translocasa ANT3I, que se encarga del transporte
de ATP y ADP a través de la membrana mitocondrial y por leo tanto,
juega un papel importante en el metabolismo energético de la
célula eucaridtica. El gen IL3RA, codifica la subunidad alfa del
receptor de interleucina, y finalmente el locus del factor
estimulante de colonias de granulocitos y nacréfagos (GM=-CSF), un
factor de crecimiento y estimulacidén que actfia sobre las células
del linaje monocito-macréfage (Rappold, 1993),

La regién eucrondtica no-pseudoautosémica del brazo corto del
cromosoma Y Y el segmento eucromiético de Yq, se extienden en una
zona entre 13 y 15 Mb de longitud (Moore y Grumbach, 1992).

Inmediatamente proximal a PABY y a las secuencias Alu, se
encuentra la regién determinante del sexo que contiene a SRY
(Sinclair y cols., 1990}, y junto a éste, se localiza el gen ZFY
(Page y cols., 1987). Una revisién de los genes SRY Yy ZFY se
encuentra mis adelante.



Un gen que ha provocado diversas reacciones en la comunidad
clentffica es RPS4Y que se localiza m&s cerca del centrémero cue
ZFY. Se propuso que este gen previene la formacién de los estigmas
de) sindrome de Turner en los varones normales, aunque no existe
evidencia experimental a su favor (Fisher y cols., 1990).

Siguiendo hacia el centrémero, se ha propuesto la
localizacién de genes del crecimiento. Existen reportes de
deleciones tanto en Yp <¢ome en Yq asociadas con baja estatura
(Cuevas~Covarrubias y Kofman-Alfard, 1990; Ogata y Matsuo, 1992).

Esto podria ser indicativo de que los genes promotores del
crecimiento corperal se ubican en ambos brazos del cromosoma Y.

El centrémero del cromoscma Y, mantiene unidos ambos brazos y
permite una buena segregacién de los cromosomas durante las
divisiones celulares (Tyler-Smith y Willard, 1993).

En Yq se ha propuesto ubicar a genes participantes en
espermatogénesis y a un factor de azoospermia, AZF. También se ha
establecido que la expresién del antigeno H-Y esta controlada por
un gen en la regién eucromitica de Yq (Simpson y cols., 1987). la
localizacién de un gen regulador del crecimiento dental se ha
asignado a la banda Yqll, y muy cerca de esta regién se ha
seflalado que se encuentra el pseudogén de la sulfatasa de
esteroides, Los pseudogenes para la sintetasa de
argininosuccinato, de 1la actina y del gen KALIGI, han sido
ubicados también en Yg (Cuevas-Covarrubias y Kofman-hAlfaro, 1990,
Rappold, 1993). David Page propuso que existe un locus en Y¥q,
responsable directo de la formacién de gonadoblastomas en génadas
disgenéticas y lo nombré GBY (Page, 1987), aunque no existe ningan
respaldo experimental a esta hipétesis.

"En la figura 1.1 se ilustra el cromosoma Y humane.



GM-CSF, XE7,

Regidn ASMT, ANT3,
pseudoautosdmica -] mico, ILIRA
______ PABY
§|§YY Regién determinante del sexo
RPS4Y ~ Prevencion de estatura cortay
o Centrémero estigmas del sindrome de Turner

Genes involucrados en la espermatogénesis.,
Expresién del antigeno H-Y,

Predisposicién a la formacién de
gonadoblastomas.
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Regidn heterocromatica
{genéticamente inactiva)

Figura 1.1 Et cromosoma Y humano.

Tomado de Grumbach y Conte, 1992.
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Sin embargo, no siempre el proceso de inactivacién se lleva a
cabo al azar. La mujer, inmediatamente después de la fertilizacién
mantiene activo su par de cromosomas X, y asi se conserva durante
la vida embrionaria temprana. Al alcanzar el estadio de
trofoectodermo, ocurre la primera inactivacién del cromosoma X,
que no es al azar, sino que a semejanza de los marsuplales,
involucra preferentemente al cromosoma paternc. La inactivacién
del cromosoma X por esta via, persiste hasta que es reemplazado
por el mecanismo al azar, una vez que el embrién se encuentra en
el blastocisto tardfo. La eficiencia del proceso de inactivacién
es tal, que cuando existe un cromosoma X aberrante, el proceso no
ocurre al azar, sino que se mantiene activo al cromosoma X normal
(Kofman-Alfaro y cols., 1988).

La meiosis femenina implica la presencia de ambos cromosomas
sexuales para llevar a cabo primero "la diferenciacién ovéarica
normal, y después la gametogénesis. La base de esta aseveracién se
encuentra en los estudios realizados en otras especies, en donde
se ha demostrado la reactivacién del cromosoma X inactivo en las
células germinales, justo antes de la meiosis. En el varén, el
Gnico cromosoma X tambi&n se encuentra inactivo para evitar
interferencias mei6ticas en el espermatocito primario (Kofman-
Alfaro y cols., 1988). :

Durante la década de los setentas, se propuso que los
patrones de metilacién eran el mecanismo expansor de la
inactivacién de un cromosoma X. En particular.:, se encontrd que las
citosinas de las islas CpG en las regiones promotoras, estaban
wmetiladas en el cromosoma X inactivo. En nuestros dias, se
descarta este mecanismo como el evento primario de 1la
inactivacién, aunque se considera que la metilacién diferencial es
un factor importante para mantener el estado inactivo de un
cromosoma X (Lyon, 1992).

La inactivacién transcripclional de un cromosoma X, es mediada
aparentemente por el efecto cis de una regién conocida como centro
de inactivacién (XIC), la cual identifica a los cromosomas X en
exceso e inicia una sefial de inactivacién bidireccional. Estudios
detallados de las propiedades de numerosas translocaciones



X/autosoma y deleciones del cromosoma X han permitido 1la
localizacién del gen XIST, el candidato al centro de inactivacién,
en la banda Xgql3 en humanos y en la banda D en el ratén. La
ubicacién cromosémica de XIST coincide con la de XIC, y ademis se
expresa Gnicamente en el cromosoma X inactivo (Brown y cols.,
1991). Existe evidencia considerable que apoya el papel del
homblogo murino Xist en la iniciacién de 1la inactivacién del
crecmosoma X. Sin embargo, no es clara su funcién en la propagacién
de la seflal de inactivacién y en el mantenimiento del estado
inactivoe (Rastan, 1994).

1.2 Diferenciacién sexual normal

La diferenciacidén sexual en el humano es un proceso ordenado,
dinémico y estd sujeto a un programa secuencial que ocurre en tres
etapas consecutivas de diferenciacién: cromosémica, gonadal ¥y
fenotipica.

1.2.1 Diferenclacidén cromosdmica

El sexo genético del cigoto se establece en el momento de la
fertilizacién de un 6vulo normal, que aporta sélo cromosomas X,
por un espermatozoide que contiene un cromosoma X o un cromesoma Y
(Kofman-Alfaro y cols., 1988). De esta manera se origina el
dimorfismo sexual caracteristico de la clase Mammalia, siendo 1la
hembra poseedora de un complemento cromosémico sexual XX, mientras
gue el macho es heterogamético XY {Moore y Grumbach, 1992).

1.2.1.1 El Factor Determinante Testicular (TDF)
En los mamiferos, la presencia o ausencia del cromosoma Y

constituye el determinante binaric sobre el cual giran todas las
caracteristicas sexuales dimérficas. La decisién. alternativa de



las dos vias durante 1la diferenciacién sexdal, trae como
consecuencia un proceso fisiolégice complejo que puede involucrar
los productos de muchos genes, varios de ellos autosdmicos
{McLaren, 1988). La gbnada indiferenciada recibe un efecto directo
inicial del cromosoma Y y una vez que esto ocurre, se dispara una
serie de reacciones en cadena a semejanza de wna cascada que
culmina en una gdnada diferenciada. Una evidencia importante de la
participacién de genes autosémicos em la cascada de diferenciacidn
sexual es una mutaclén encontrada en el cromosoma 17 de ratén gue
provoca la formacién de ovarics en un ratén con cariotipo XY (Page
y cols., 1987) y la reversidn sexual humana asociada a deleciones
9p (Bennett.y cols., 1993).

El evento central en la determinacién sexual en mamiferos es
la adlferenciacién testicular a partir de la cresta genital en la
génada indiferenciada (Koopman y cols., 1991b). Por esta razén, la
determinacién del sexo es equivalente a la formacién testicular y
el gen o genes presentes en el cromosoma Y responsables de tal
evente se han nombrade como Factor Determinante Testicular (TDF)
en humanos, ¥y gen testiculo-determinante en el cromosoma ¥, Tdy en
el ratén. En los Gltimos 15 afiog se han propuesto secuencialmente
a tres proteinas como el producte del factor testiculo-
determinante: el antigeno H-¥, ZFY y SRY (Mittwoch, 1992).

En un principio se creyd que el factor determinante
testicular correspondia al locus H-Y, el antigeno menor ‘de
histocompatibilidad masculino, responsable del rechazo lento de
injertos de individuos machos en hospederos femeninos singénicos.
Sin embargo se descubri§ que los locl! para el antigeno H¥~Y y TDF
se localizan en diferentes posiciones en el cromosoma Y (Q’Reilly
y cols., 1992}.

La ocurrencia natural de varias anormalidades estructurales
del creomosoma ¥ humano hizo posible la gopnstruccién de un mapa de
delecién por hibridacién con sondas de ADN Y-~especificas y de esta
manera definir la posicidén de TDF (Vergnaud y cols., 1986).
Asimismo, fue importante para tal propdsito el andlisis del ADN de
los pacientes con reversidén sexual. El término reversién sexual
define a AIndividuos masculinos 46,XX y fenotipos femeninos
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asociados a cariotipos 46,XY (Kofman-Alfaro y cols., 1988),

La presencia de cromatina de la regién determinante del sexo
en algunos varones XX asi como la delecién de estas secuencias en
varias mujeres XY, fue importante para el disefio experimental de
la bsqueda del TDF. El .mapa de delecién realizado en estos
pacientes con reversidén sexual, indica que s6lo una pequefia
porcidén del brazo corto del cromosoma Y humano es necesario y
suficiente para inducir diferenciacién testicular de 1la génada
‘bipotencial (Page y cols., 1987). Este fragmento gendmico
corresponde al intervalo 1A del cromosoma Y humano, dividido a su
vez en 1Al y 1A2, siendo este Gltimo el m&s préximo al centrémero.
Se encontrd posteriormente que un varén XX retenia los intervalos
1Al y 1A2 mientras que una mujer X,t(¥;22); con translocacién de
une; parte de ¥p al cromosoma 22, tenfa cromosoma Y sin el
intervalo 1A2. Este descubrimiento situaba a TDF en el intervalo
1A2, dentro de un segmento de ADN de aproximadamente 140 kb de
longitud contados a partir de PABY (Page y cols., 1987; Page y
cols., 1990).

La hibridacién de sondas de ADN derivadas del intervalo 1R2
con ADN genémico de hembras y machos de diferentes especies de
mamiferos incluyendo al hombre, identificé un fragmento altamente
conservado en el cromosoma Y, correspondiente a una secuencia de
1.3 kb clonada en el sitio Hind III del pldsmido pDP1007. A este
locus se le ha llamado ZFY en el humano y Zfy en ratones (Page y
cols., 1987). Ademds de este gen, la sonda pDP1007 detectd una
regién compartida por machos Yy hembras, con una seflal de
hibridacisn del doble de intensidad en hembras con respecto a
machos. Estudios posteriores revelaron que esta secuencia homéloga
a ZFY se encontraba en Xp ¥y gque se cohoce come ZFX/2fx en el
humano y ratén, respectivamente (Page y cels., 1987).

El anilisis de la secuencia de la sonda pDP1007 mostré un
marco ablerto de lectura de 1.2 kb, La secuencia de amino&cidos
contenida en este marco de lectura, revelé que se trata de una
proteina de 404 aminocdcidos con 13 dominios cCys-Cys/His-His de
unién a zinc, similares a los del factor de transcripcién IIIA
(FTIIIA) de Xenopus y otras proteinas sintetizadas por especies de
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Drosophila (Page ¥y cols., 1987). Por analogia a FTIIIA y al factor
de transeripcién humano Spl, que se fijan al ADN via secuencia
especifica, se piensa que los dominios Cys«Cys/His-His en las
proteinas codificadas por homblegos a ZFY interaccionan
directamente con dcidos nucleicos. El dominio de unién a zinc es
una de las estructuras mds conservadas presentes en proteinas de
unién al ADN via secuencia especifica. Los dominios Cys-Cys/His-
His coordinan a un ion Zn?* en una conformacisn tetraédrica. Esta
interaccién es esencial para mantener la estructura tridimensional
del dominio (Koopman y cols., 1991a).

Existen 4 homblogos a 2ZFY en el ratén: dos de ellos
localizados en el cromosoma Y (Zfy-1 y 2fy-2), otro ligado al
cromosoma X (Zfx), y el Gltimo, Zfa que se encuentra situado en el
cromosoma 10. En cuanto a similitudes en estructura primaria, ZzZFy
comparte 99% con 2ZFX; Zfy-1 muestra 98% de homologla con Zfy-2 y
entre Zfx y Zfa se comparte 97% de la secuencia. Se cree que 2Zfa
es de origen reciente por su ausencia en especies relacionadas con
el ratén como Mus pahari y Mus platyhrix y que derivé por
retroposicién de un transcrito de Zfx (Koopman y cols., 1991a).

Los estudios de expresién muestran que 2ZFX y ZFY se
transcriben en todos los tejidos humanos (Page y cols., 1987;
Schneider-Gidicke y cols., 1989), lo que podria 'indicar una
funcién general en la célula, ademds de su papel en diferenciacién
sexual (Koopman y cols., 1989).

Existen varias observaciones experimentales que excluyen a
ZFY cono TDF.

Las crestas genitales enmbrionarias de ratém de ambos sexos,
gon indistinguibles hasta antes de los 11.5 dfas poscoito (dpe).
El cordén testicular es una estructura embrionaria que se forma
por alineamiento de cé&lulas de Sertoli que proliferan con rapidez
durante este periodo del desarrolle gonadal. Su formacidén a los
12.5 dpc, se considera como el primer signo macroscépico del
desarrollo masculino del embrién, Se esperaria que TDF se exprese
justo antes de que el cordén testicular comience a formarse. De la
pareja de genes Zfy-1/2fy-2, sblo el primero se expresa entre los
10.5 y 12.5 dpc en testfculos embrionarios. Sin embargo, ninguno
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de estos genes se expresa en testiculos de ratones W%/W®, 40,XX
Sxr y 40,XX Sxr’, todos ellos sin células germinales. La gbnada
embrionaria tiene linaje celular somdtico y germinal, pero se
acepta como un hecho que las cé&lulas germinales no influyen en la
determinacién testicular (Koopman y cols., 1989). Esta es una
observacién en contra del papel de ZFY come TDF.

Algunos reptiles como las tortugas y caimanes, dependen de la
temperatura de incubacién del embrién para la determinacién del
sexo. Sin embargo, tambjién existen en este grupo algunas especies
que contienen sistemas cromosémicos determinantes del sexo.
Después de hibridar con la sonda pDP1007 al ADN extraido de
lagartos, serpientes, cocodrilos, aves y tortugas, se encontraron
secuenclas homélogas a ZFY en los animales estudiados,
independientemente de gue el mecanismo de determinacién sexual
fuera cromosémico o dependiente de la temperatura (Bull y cols.,
1988) .

Los marsupiales Yy los mamifercs comparten el mecanismo de
determinacién sexual, aunque los cromosomas sexuales en metaterios
son mds pequefios que los correspondientes a las especies euterias
y aparentemente carecen de una regién de apareamiento. Cuando se
buscaron secuencias eguivalentes a la sonda pDPLO07 en ADN de
marsupiales, se detecté una banda de 12 kb en varias especies,
tanto hembras como machos. El experimento se repitié empleando ADN
extraido de una linea celular hibrida cuyo-marsupial, 1la cual

retiene un cromosoma X intacto de Macropus robustus. No se
encontrd el homélogo a ZFX en este ensayo, por lo que se concluye
que las secuencias equivalentes a 2ZFY son autosémicas en
marsupiales. S5i 2ZFY fuese TDF, se esperaria que este gen se
localizara en alguno de los cromosomas sexuales debido a 1la
homologia con la determinacién sexual en mamiferos (Sinclair y
cols., 1988).

Entre 1987 y 1988, se propusieron varias teorias para
explicar la presencia de dos genes homblogos ZFY y ZFX en la
determinacién sexual. El1 modelo de la dosis/inactivacién del
cromosoma X, planteaba que ZFY y 2FX, producen proteinas
funcionales: las células XY podrian tener dos copias de proteina
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mientras que las células XX sdlo tendrian una copia debido a la
inactivacisn del otro cromosoma X. De esta manera, los embriones
con doble dosis de protefna desarrollan como machos, y los
embriones con dosis finica de proteina, se convierten en henmbras.
Este modelo fue invalidadoe cuando se demostrd que ZFX escapa a la
inactivaci6n del cromosoma X Yy por lo tanto, es
transcripcionalmente activo (Schneider-Gddicke y cols., 1989%).

La Gltima prucbka gque excluyd definitivamente a 2FY como TDF
se presentd en 1989, Estudiando el ADN extraido de 3 varones XX y
un hermafrodita verdadero 46,XX; todos ellos PABY positivos y ZFy
negatives, se descubrid gue tenfan secuencias del cromosoma Y con
actividad determinante sexual, Sin embargo, TDF no se encontraba a
140 kb de PABY, sino abarcaba sélo 60 Xb de secuencias Y-
especificas. Esto significa que la ubicacibn cromosémica de ZFY no
corresponde a TDF (Palmer y cols., 1989).

En mamiferos, por analogia a los resultados obtenidos en
ratén, se cree que la familia de genes relacionados con 2ZFY se
encuentra Intimamente relacicnada con la espermatogénesis (Koopman
y cols., 1989).

varios grupos de investigacién se lanzaron a la bGsgueda de
TDF en la zona comprendida entre PABY y 60 kb de ADN en direccidn
al centrémero, y los 2 varones XX y el hermafrodita verdadéro
46,XX ya citados se usaron para este propdsito. Poco después se
reportd que los puntos de ruptura del cromosoma Y en los pacientes
estudiados se agrupaban entre PABY y 35 Kb, lo cual cerraba el
margen propuesto inicialmente (Palmer y cols., 1989).

El ADN de esta regién fue subclonado en fragmentos de
aproximadamente 4 kb de longitud y cada uno de ellos fue
posteriormente cortado con enzimas de restriccién con un patrén
frecuente de corte como Rsa I, para producir fragmentos peguefios
del orden de 500 pb a 1 kb. Estos fragmentos se usaron como sondas
en hibridacién ADN~ADN tipo Southern con genomas de hembras y
machas bovinos, murines, de cuyos y de humanos. Siete de estas
sondas detectaron secuencias especificas del cromosoma Y en ADN
humano digerido con EcoR I, pero s8lc una de ellas, p¥53.3 de 2.1
kb, hibrida especificamente con secuencias de cromosoma Y bovino'y
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de ratén, ademds del humano. La digestién de p¥53.3 con Hinc IT
genera un fragmento de 0.9 kb, con una afinidad ain mayor que la
sonda parental povx:* las secuencias conservadas entre los cromosomas
Y de las especies arriba citadas y de otros mamiferos como conejo,
cerdo, caballo, gato, tigre y chimpancé (Goodfellow y cols., 1991;
‘sinclair Yy cols., 1890). Sin elﬁharqo, cuando se disminuyé el rigor
de los ehsayos, se encontraron bandas adicionales compartidas por
machos Yy  hembras, 1lo que indica que existen secuencias
relacionadas a la sonda pY53.3 en alguna otra parte del genoma. Se
descarta al cromesoma X porgue las bandas mencionadas ne fueron
observadas en células hibridas de humano-rcedor gque contienen al
cromosoma X humance como finica contribucién (Sinclair y cols.,
1990).

La secuenciacion completa de la sonda pY¥53.3, revels 1la
presencia de 2 marcos abiertos de lectura de 99 y 223 aminoAcidos
respectivamente, con direccién de transcripcién 5/»3/  del
centrémero hacia telémero. Las secuencias de aminodcidos de estos
marcos ablertos de lectura se compararoh con las reportadas en los
bances de datos de proteinas. E)l presunto polipéptido codificado
por el marco ablerto de lectura m&s grande, tiene una porcibén con
estrecha homologifa a la proteina Mc codificada por el gen mati~M
de Schizosaccharomyces pombe y a una estructura conservada,
presente en varlas proteinas nucleares no~histonas relacionadas
con HMG1 y HMG2. Esta estructura que cubre aproximadamente 80
aminodcidos muy conservados, se ha llamade caja o dominio HMG
porque se encuentra eén el grupe de proteinas HMG (grupo de alta
movilidad). Después del (ltimo aminodcido del dominio HMG ep la
sonda pY¥53.3 y hacia el extremo 3¢, la protefna tiene 68
aminodcidos md4s antes de encontrar un codbn de terminacién
(Goodfellow y cols., 1991; Sinclalir y cols., 1930}.

La homologfa entre 120 amino&cidos del marco ablerte de
lectura grande definido por la sonda p¥S53.3 en el humano y su
equivalente en el conejo, hicieron pensar que efectivamente esta
sonda contiene la secuencia codificadora de un gen (Sinclair y
cols,., 1990},
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Mediante hibridacién tipo Northern y usando el fragmento Hinc
II de p¥53.3 como sonda, se detecté un transcrito de 1.1 kb en
testiculo adulto humano. Este fragmento no se encontré cuando el
experimento se repitié con ovario, pulmén masculiho y 1lineas
celulares de rifion masculinas. Este resultado es consistente con
la suposicién de que el equivalente a pY¥53.3 en el cromosoma Y
codifica un transcrito testiculo-especifico. Con la evidencia
reunida, al gen localizado en Yp y definido por la sonda pY53.3 se
le ha dado el acrénimo SRY (Sinclair y cols., 1990). La secuencia
conservada del dominio HMG de SRY ha permitido clonar los
equivalentes de este gen en varias especies incluyendo el conejo,
el ratén y las especies mnarsupiales Sminthopsis macroura y
Macropus eugenii (McElreavey y cols., 1993b).

El descubrimiento de que las secuencias adyacentes a SRY son
ricas en secuencias repetidas y la presencia del pequefio marce
abkierto de lectura, hicieron sospechar que este gen tenia pequefios
exones y también intrones. La presencia del coddn de terminacién,
de un potencial sitio de empalme hacia 5’ y la sefal de
peliadenilacitén en 3/ del marco de lectura del gen se tomaron como
indicio de que se trataba del Gltimo exé6n de SRY (Sinclair y
cols., 1990}, Ahora se sabe gque SRY es un gen pegueflo, sin
intrones, cque codifica una proteina de 204 amino&cidos con un peso
estimado en aproximadamente 23.3 kDa, que contiene un pequefio
promotor rico en G+C hacia 5’ y el dominio HMG ubicado desde el
aminodcido 57 hasta el residuo 137. Ademas se confirmé que SRY
origina un transcrito de un tamafio entre 950 pb y 1.1 kb
{McElreavey ¥y cols,, 1993b; Su y Lau, 1991).

Dos grupos independientes han descrito la organizacién del
gen SRY. Mediante 5’ RACE-PCR y ensayos de proteccién con
ribonucleasa en ARN aislado de testiculo humano adulto, Vilain y
cols.; (1992a) definieron el sitio de inicio de la transcripcién a
-91 pb del primer codén de metionina en el marco abierto de
lectura. Resultades diferentes fueron obtenidos por Su y Lau
(1993) usande una técnica de transferencia génica mediada por
c6smidos, seguida por la deteccién de transcritos en cultives
celulares. Este sistema in vitro permitié la localizacién de dos
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sitios de inicio de transcripcién en las posiciones ~78 pb y -136
pb. Los diferentes resultados obtenidos por los dos grupos pueden
reflejar las estrategias empleadas para la resolucidn del problema
(McElreavey y cols., 1993b) o la diferencia entre los tejidos
estudiados (Goodfellow y Lovell-Badge, 1993). la regién 57
adyacente al inicio del marco de lectura contiene secuencias
regulatorias potenciales. En las posicicnes =41 a =36 y de =65 a -
56 se encuentra sitios de unién del factor de transcripcidn Spl a
las cajas GC: el hexanucleétido GGGCGG en "tandem",

Se determiné también que las reglones 5’ vecinas al inicio de
transcripcién no tienen cajas TATA o CAAT. La combinacién de estas
caracteristicas hablan sido reportadas en las regiones promotoras
de los genes para la hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa
(HGPRT), adenosina desaminasa (ADA) y la 3-fosfoglicerato cinasa.
Se encontré que la secuencia GGGGACTTTCC localizada
aproximadamente 1 kb hacia 5!/ del inicio de transcripcién, es
idéntica a la del elemento potenciador B, el cual fue inicialmente
identificado en los promotores de los genes de las cadenas pesadas
y ligeras kappa de las inmunoglobulinas (McElreavey y cols.,
1993b},

La unidad transcripcional de SRY se encuentra delimitada por
dos regiones ricas en A+T y también por secuencias repetidas
invertidas, caracteristicas de sitios de insercidn en los eventos
de retroposici6n. Una hipétesis que trata de explicar el origen de
SRY plantea que este gen surgid por retroposicién del transcrito
de otro gen durante la evolucién humana (Su y Lau, 1993).

El gen equivalente a SRY en el cromosoma Y del ratén se
denomina Sry. Este gen también contiene un marco abierto de
lectura homélogo al gen humano. La proteina Sry también ;iene el
dominio HMG y por esta caracteristica, es capaz de unirse al ADN
al 4igual que el producto de SRY (Gubbay y cols., 1990). El
andlisis de proteccién con RNasa de transcritos de Sry, ha dade la
pauta para pensar que existe una diferencia dramdtica entre el
tamafio de la protefna SRY y la contraparte Sry: 395 amino&cidos
para ésta filtima (Goodfellow y Lovell-Badge, 1993).
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La caja HMG es el dominie funciopal de las proteinas
relacionadas con HMGL y todas ellas tienen la capacidad de unirse
al ADN. Este dominio proteico tiene una carga neta positiva
proporcionada por 1la abundancia de 1los aminoScidos lisina y
arginina, asi como una cantidad considerable de residuos
aromdticos y prolina. Las variaciones en la secuencia del dominio
HMG podria traer como consecuencia la amplia diversidad de
funciones bloquimicas (Ferrari y cols., 1932}.

Se han caracterizade varias moléculas gue pertenecen al grupo
de proteinas que poseen al menos una caja HMG y se les ha llamado
genéricamente protefnas-HMG. Entre ellas s#e encuentran las
proteinas de alta movilidad {HMG), el factor hUBF, los factores
potenciadores 1linfoides TCF-1 y TCF~la, la proteina Mc de S.
pombe, el factor flingico Stell, el regulador transcripeicnal de
levadura Rox-1 y naturalmente SRY (Ferrari y cols., 1992).

La interaccién de la protefna Sry con ADN gque incluye 1la
secuencia 5‘/-CCATTGTTCT-3’, trae como consecuencia el doblamiento
del ADN en un &ngulo de 85°, E1 dngulo de curvatura generado por
la unién del dominio HMG al ADN puede reflejar indirectamente la
afinidad de unién de la proteina por la secuencia estudiada (Glese
y cols., 1992). Se sabe gque el doblamiente del ADN se requiere
para la replicacién, inicio de la transcripecién y en 1la
recombinacién sitio-especifica (McElreavey y cols., 1993b).

En otro estudio se encontrd que la proteina SRY interacciona
con la secuencia 5/-AACARAG-3/, misma a la que se une TCF-1. De
hecho, primero se descubrié que TCF-1 se une a esta secuencia y a
partir de este hallazgo se quiso saber sl la protefna SRY también
la reconcce. La segunda, cuarta, quinta y sexta posicién son
criticas para tal efecto (Harley y cols., 1992). No se sabe si
esta secuencia tiene importancia fisiolégica o es sdlo unpa
coincidencia experimental, aunque podrian existir otras secuencias
con las que la protefna SRY interaccione de manera més eficiente y
posiblemente otras protefnas en la cresta genital contribuyan a

esta accién in vivo.
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La caja HMG de la proteina SRY muestra los dos patrones de
unién de las proteinas HMG: dependiente de secuencia y por el
hecho de unirse a ADN cruciforme, también es sensible a la
estructura del ADN (Ferrari y cols., 1992). Puede interaccionar
con moléculas lineales y también con aguéllas que presenten alguna
curvatura en el sitio de reconocimiento. Se ha determinade que
cuando la protefina SRY interactia con ADN lineal 1o hace a través'
del surco menor (Giese y cols., 1992; Grosschedl y cols., 19%4). A
diferencia de HMG1l, la proteina SRY no nmuestra afinidad por ADN de
cadena sencilla (Harley y cols., 1892).

La hélice alfa del doninie HHMG de la proteina SRY se une de
manéra especifica y con alta afinidad a los promotores de los
genes de la hormona antimllleriana y de la arcmatasa P~450, aunque
no se saben los efectos de tales interacciones. La aromatasa P-450
cataliza la conversidn de la testosterona a estradiol en la mujer
y se encuentra bajo regulacién en el embrién masculino (Haqq y
cols., 1993). La hormona antimilleriana se revisa en el capitulo
de Diferenciacién Fenotipica.

Los estudios de expresién de Sry son consistentes con su
papel como Tdy: se transcribe en bajos niveles justo antes de la
forrpacién del corddn testicular a los 10.5 dpc y estos niveles se
mantienen hasta los 12 dpe, especificamente por las células
somidticas de la cresta uregenital, (Kocpman y cols., 1990; Rossi y
cols., 1993; Bogan y Pade, 199¢4) e inclusive se expresa en el
estadlo embrionario de blastoclste {(Zwingman y cols., 1993).

purante la vida adulta se puede detectar transcrito de Sry en
células germinales del testfculo de ratén (Gubbay y cols., 1990;
Rossi y cols., 1993) de manera similar a lo que sucede en el
hombre {Sinclajr y cols., 1990). Esta observacidn podria indicar
que estos genes tienen una duwalidad fisiolégica, es decir, que
independientemente de funcionar como la sefial inicial que dirige a
la gdnada bipotencial hacia la formacién de testiculo, tengan una
segunda funcidén en el adulto, guizds en células germinales. No se
detecta expresidn de Sry en testiculo de rattn adulto gue carece
de células germinales (Koopman y cols., 19%0}. Este hallazgo puede
significar gque existe comunicacién entre células germinales y
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elementos somdticos en e) testicule adulto; y que esta interaccién
es indispensable para la expresién de Sry (McElreavey y cols.,
1993b). Por otra parte, no se sabe si el transcrito fetal y adulto
son idénticos {Bogan y Page, 1994).

Una prueba m&s de que Sry es Tdy se obtiene del estudio del
ratén XX Sxr. Esta cepa de ratones tienen secuencias Y-especificas
en el cromosoma X: Tdy, Yy los genes Hya, que regula la expresién
del antigeno H-Y y Spy, involucrado en la espermatogénesis. Sxr’
es una variante de Sxr, que retiene a Tdy pero ha perdido a Hya y
Spy (McLaren, 1988). Se prob6 gue Sry se encuentra en los ratones
XX Sxr y XX Sxr’ (Gubbay y cols., 1990).

Quizds la prueba mis convincente del papel del gen Sry como
Tdy es el trabajo realizado por Kocpman y cols.., en 1991, Estos
autores introdujeron un fragmento de genoma murino de 14 kb gque
incluia a Sry en embriones normales de ratén XX. De entre los
ratones transgénicos resultantes, alqunos mostraron reversién
gexual, Estos resultados indican que el gen Sry dirige los eventos
iniciales en la determinacién testicular en el ratdén. El gen SRY
humano es incapaz de producir reversién sexual en embriones
murinos 40,XX; y adem&s no se expresa ni en vida fetal ni en
testiculo adulto de ratédn (Koopman y cols., 1991b).

Se ha visto que el gen Sry promueve el desarrollo testicular
en la ausencia de otros genes del cromosoma Y, pero que la
reversién saxual no siempre se lleva a cabo en su totalidad
(Koopman y cols., 1951b). Con la evidencia reunida, se concluye
formalmente que Sry es el determinante sexual en el cromosoma Y
del ratén (Bogan y Page, 1994).

En la especie humana se han correlacionado los hallazgos en
ratén con respecto al papel de SRY como TDF. Las dos primeras
publicaciones que atribuyen la reversién sexual 46,XY a mutaciones
en SRY, son importantes por ser pioneras en su género. Una de las
pacientes presentd una mutacién puntual en la caja HMG de SRY, y
por consiguiente, la sustituci6én de un amino&cido por otro dentro
del producto del gen (Berta y cols., 1990). Se demostré que esta
mutacién puntual disminuye de manera considerable la capacidad de
unién de la caja HMG al ADN (Nasrin y cols., 1991). El otre
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reporte presenta a una mujer 46,XY con un corrimiento de fase de
lectura originado por la deleci6én de cuatro bases cercanas al
extremo 3’ del dominio HMG del gen SRY (Jager y cols., 1990a).
Estas pruebas permiten establecer que SRY es el mejor candidato
para desempefiar las funciones de TDF en el humano (Berta y cols.,
1990; Jager y cols., 1990a; Bogan y Page, 1994).

Con base en aevidencia experimental, McElreavey Yy cols,
(1993a) postularon muy recientemente una hipStesis referente a la
cascada regulatoria de la determinacién sexual en mamiferos. Esta
hipétesis propone gque la proteina SRY activa la determinacién
sexual masculina por represién de la sintesis o actividad de 1la
proteina codificada por un gen autosémico desconocido, al cual se
le ha llamado teéricamente gen Z. En este modelo, la proteina 2 es
un regulador negativo de la determinacién sexual masculina y el
dominio HMG de la protefina SRY puede interaccionar con secuencias
de ADN reguladoras del gen Z, lo cual trae como consecuencia la
represién de la sintesis de la protefna 2.

1.2.2 Diferenciacién gonadal

Las génadas de ambos sexos se desarrollan a partir del esbozo
localizado en el borde medioventral de la cresta urogenital,
adyacente al rifion primitivo. Hasta el estadio de 12 mm, que
ocurre aproximadamente a los 42 dias de gestacién, las génadas del
macho y la hembra son indistinguibles morfolégicamente (Grumbach y
Conte, 1985).

Basicamente, la g6nada se origina de dos poblaciones
celulares: las células germinales primordiales (CGP) y las células
somiticas de origen mesodérmico. Las CGP han sido identificadas en
embriones humancs de veinticuatro dias, 1localizadas en el
endodermo dorsal de la alantoides. A partir de este sitio, las
CGP, en mitosis constante, migran durante la cuarta semana a la
pared del intestino pesterior y una vez alli, se dirigen a través
del mesenterio dorsal hasta llegar a la goénada primordial de la
cresta genital, en la semana quinta. AGn se desconocen los
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factores que guian a las CGP hasta la génada primordial, pero se
piensa que las células somiticas de la cresta urogenital emiten
sefiales quimiot&cticas para atraer y posteriormente retener a las
CGP(Grumbach y Conte, 1985; Kofman-Alfaro y cols., 1988).

La gbnada primitiva indiferenciada deriva del blastema gonadal,
situado en la parte ventral del mesonhefreos, y constituido por una
masa celular mesenquimatosa, epitelioc mesodérmico celémico,
elementos mesonéfricos y las CGP gue han colonizado la cresta
urogenital. El blastema gonadal se organiza en dos tipos de
tejidos: aquél donde las CGP se encuentran rodeadas por células
somé&ticas precursoras de las células de Sertoli en el testiculo o
de la granulosa en el ovario, y el tejido estromitico gonadal, gque
en una etapa posteriocr origina los vasos sanguineos, el tejido
conjuntive y a los antecesores de las células de Leydig o las
células de la teca interna ovirica. Alrededor de los cuarenta y
cinco dfas de vida intrauterina, existen rearreglos del epitelio
celémico, precedentes inmediatos del desarrollo de los cordones
seminiferos testiculares. En el humano, la génesis de la cresta
gonadal se efectfa alrededor del dfa 32 de la embriogénesis y 3
dias después se farman los cordones sexuales a partir del epitelio
(Grumbach y Conte, 1985; Kofman~Alfaro y cols., 1988).

Existe una diferencla sexual sorprendente en la duracién de
la diferenciacién geonadal. Bajo 1la influencia de TDF, 1la
organizacién testicular comienza entre la sexta y séptima semanas
de gestacién, Por otra parte, el ovario no surge como tal a partir
del estadfo indiferenciado, hasta gue han transcurrido tres meses
de vida intrauterina, cuando aparece el primer signo de 1la
diferenciacitn gonadal femenina: el comienzo de 1la meiosis.
Evidentemente, existen mecanismos que regulan el inicioc de 1la
mneiosis de las cé&lula germinales, dependiendo del sexo cromosbmico
(Grumbach y Cante, 1985).

con el comienzo de la diferenciacitn testicular inducida por
TDF, se suprime la proliferacién de las células germinales de los
cordones seminiferos primitives y se detiene la diferenciacidn
germinal en la etapa de espermatogonias. En suma, la organogénesis
testicular implica sucesivamente la diferenciacién de los cordones
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seminiferos en cé&lulas de Sertoli primitivas, que envuelven a las
células germinales derivadas extragonadalmente, el desarrollo de
la tGnica albuginea, la aparicifn subsecuente de las células de
Leydig, y finalmente, 1la diferenciacién de 1los tGbulos
mesonéfricos en los ductos eferentes, que conectan los tObulos
seminiferos y el sistema de redes con el epididimo, para comunicar
hacia el exterior por el conducto excretor (Grumbach y Conte,
1985; Kofman-Alfaro y cols,, 1988).

En ausencia de TDF, el primordio gonadal tiene una tendencia
natural a desarrollarse comc ovarieo, si hay células germinales y
sobreviven, El estadio indiferenciado persiste en el feto femenino
semanas después de que comienza la organogénesis testicular, Sin
embargo, hay una continua proliferacién del epitelio celémico y
células germinales primordiales, gque se agrandan gradualmente y se
transforman en ovogonias. Hacia la undécima semana, mucho después
de la diferenciacién del testiculo en el feto masculino, un nimero
significativo de cé&lulas germinales comienzan a entrar en profase
meistica, que caracteriza la transieién de ovogonia en ovocitos.
Las ovogonias en la parte medular del ovario son las que primero
entran en melosis. Hasta la semana 21 de la gestacién se inicia la
formacién de 1los primeros foliculos primordiales (Grumbéch y
Conte, 1985). Este proceso se realiza por la ruptura de 1los
cordones epiteliales de manera tal, que gradualmente cada ovocito
queda envuelto por una capa Gnica de células epiteliales cubiertas
por una lémina basal delgada. La etapa final de la foliculogénesis
es la formacién de las tecas en torno a la lamina basal de los
foliculos en el seno del tejido estromitico (Kofman-Alfaro y
cols., 1988).

Si el futuro ovario no se coloniza por células germinales, o
los ovocitos mueren antes o durante la foliculogénesis, no se
ileva a cabo de manera completa la diferenclacién ovérica,
guedando la génada indiferencliada para toda la vida. Por lo tanto,
log factores que regulan la migracién, supervivencia y
proliferacién de las células germinales, son criticos para 1la
ontogenia ovarica y por consiquiente, de la maduracién sexual
ferenina (Moore y Grumbach, 1992).
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En cuanto al nGmero de ovocitos, se observan las cantidades
miximas entre las semanas 18 y 22, alcanzando los 6 y 7 millones
de células germinales (Grumbach y Conte, 1985). Después de este
tiempo hay una disminucién progresiva, de tal manera gque al
nacimiento existen s6lo 2 millones de células germinales, la mitad
de las cuales muestra signos degenerativos (Kofman-Alfaro y cols.,
1988). ’

1.2.3 Dpiferenciacién fenotipica

En la séptima semana de vida intrauterina, el feto esté
equipade con primordios de 1los ductos genitales masculinos y
femeninos derivados del mesonefros y a partir de la semana
siguiente se inicia la diferenciacidn fenotipica masculina o
temenina del embri&n. En este tiempo, 1los precursores genitales
externos consisten en una hendidura que esti unida por pliegues
uretrales apareados Yy mwmds lateralmente, por abultamientos
labicescrotales. La hendidura urogenital estd coronada por un
tubérculo genital precursor del cuerpo caverncse y el glande. Los
pliegues uretrales rodeades de mucosa pueden permanecer separados,
en cuyo case son denominados labios menores, o se fusionan para
formar el cuerpo esponjoso conteniendo una uretra f&lica. Los
abultamientos labloescrotales pueden permanecer separados para
formar los labios mayores o fundirse en la linea media para
desarrollar el escroto y la cubierta epidérmica ventral del pene.
La distincién entre clitoris y pene estd basada principalmente en
el tamafic Y en la fusién de los labios menores precursores del
cuerpo esponjos¢ (Grumbach y Conte, 1985; Grumbach y Conte, 1992).
Ha sido demostrado claramente por Alfred Jost en experimentos
clasicos, ¢ue las secreciones hormonales del testiculo fetal
juegan un papel decisivo en determinar la direccién del desarrollo
de los ductos genitales (Moore y Grumbach, 1992). Las estructuras
primordiales del aparato genital embrionario incluyen 2 sistemas
de conductos: los conductos de Mfiller o paramesonéfricos, y los
conductos de Wolff o mesonéfricos. En presencia de testiculos
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funcionales, las estructuras miillerianas involucionan, mientras
que los conductos de Wolff completan su desarrollo. S5i faltan
testicules fisiolégicamente normales o en presencia de ovarios,
son los ductos wolffianos 1los que desaparecen por falta de
estimulacién y entonces maduran las estructuras milllerianas
(Kofman-Alfaro y cols., 1988). Se necesitan tres hormonas
testiculares para dirigir la diferenciacién fenotipica masculina.
La primera de ellas se encarga de la desaparicién de los conductes
paramesonéfricos entre las semanas 8 y 11 (Moore y Grumbach,
1992), y se conoce como hormona Iinhibidora de estructuras
millerianas u hormona antimllleriana, HIM (Kofman-Alfaro y cols.,
1988). Esta hormona es un homodimero glicoproteico unido por
enlaces disulfuro, con peso molecular de alrededor de 140 kDa, es
el primer producto secretado por la cé&lula de Sertoli y es un
miembro de la familia del factor de crecimiento transformante 8
{(Josso, 1992).

En el sexo masculino, la HIM se sintetiza a partir de la
diferenciacién de tfibulos seminiferos. El pico en la producci6n
hormonal coincide con la regresidén de los ductos milllerianos y
disminuye paulatinamente sin llegar a desaparecer totalmente
(Josso, 1992). No se conoce la funcién de la HIM producida después
de la involucién de los ductos nmilllerianos, aunque se ha dicho que
tiene un papel en diferenciacién gonadal (Moore y Grumbach, 1992)
y se ha postulado como factor inhibidor de la meiosis masculina
(Kofman-Alfaro y cols., 1988). Se ha identificado el dgen de la HIM
hupmana en los brazos cortos del cromosoma 19 y el gen se ha
clenado en el bovino, humano, ratén y la rata (Mtnsterberg y
Lovell-Badge, 1991).

De manera secuencial, después de iniciarse la sintesis de HIM
en la célula de Sertoli, las células intersticiales del testiculo
fetal se transforman en cé&lulas de Leydig. La importancia de estas
células radica en que es el lugar de sintesis de la sequnda
hormona inveolucrada en el desarrollo fenotipico masculino: la
testosterona (Grumbach y Conte, 1992; Josso, 1992).

La testosterona es una hormona esteroide que se sintetiza en
la célula de Leydig a partir de unidades de acetato, teniendo como
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un intermediario importante al colesterol, y a la pregnenolona
como limitante de la ruta sintética, ya que la formacidn de este
precursor requiere hormona luteinizante (LH} para activar a los
complejos mitocondriales 20,22-hidroxilasa y 20,22-desmolasa del
colesterol. Aparte de estos dos complejos proteicos, existen otros
sels m&s en la sintesis de testosterona a partir de colesterol.
sin embargo, cronelégicamente la sintesis de testosterona por el
testiculo fetal se realiza antes del inicio de la 1liberacién Qe
hormona luteinizante, por lo que esta funcién temprana es asumida
por la gonadotropinma coriénica placentaria, hCG (Kofman-Alfaro y
cols., 1988). Se puede detectar producci6én de testosterona por el
testiculo desde la novena semana en el feto humano., La mnAxima
concentracién de esta hormena se produce durante la semana 13 y
entonces desciende paulatinamente (Josso, 1992).

La testosterona promueve 1la maduracién de los tGbulos
seminiferos y estimula a los, ductos de Wolff primitives para
diferenciarse en epidfdimo, vasos deferentes, vesiculas seminales
y conducto eyaculador. Jost demostrd que la implantacién de un
cristal de testosterona adyacente al ovario fetal del conejo
estimulaba la diferenciacién de los ductos masculinos del lado del
implante, pero con mucho menor grade en cl lado contralateral
{Grumbach y Conte, 1992}.

la testostercna también se libera a la circulacidn fetal, en
donde se une por interacciones débiles a protefinas plasmiticas
transportadoras de esteroides sexuales. Las células sensibles a la
hormona permiten su entrada por difusién y una vez dentro, se
convierte en el sustrate de la 5 alfa-reductasa citoplasmatica,
reaccién que origina la tercera de las hormonas responsables del
fenotipo masculino: la 5 alfa -dihidrotestosterona o DHT (Kofman-
Alfaro y cols., 1988). Cabe mencionar que la DHT no bpuede
aromatizarse a estrégenos, por lo que sus efectos son netamente
androgénicos. Existen dos iscenzimas 5§ alfa-reductasa: una activa
en medio alcalino (tipo 1) y aquélla presente en la préstata con
pH ¢éptimo &cido (tipe 2). En los tejidos como la préstata
equipados con 5 alfa-reductasa durante el ©perfodo de
diferenciacién fenotipica, la DHT es el andrégeno activo y se sabe
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gue esta hormona viriliza por sf sola a los genitales externos
masculinos (Josso, 1992).

Tanto la testosterona como la dihidrotestosterona se unen en
el citoplasma de las células blanco a un receptor de andrégenos,
aungue la DHT lo hace con mucho mayor afinidad y estabilidad que
la testosterona. La sintesis del receptor de andrbgenos estd
codificada por un gen localizado en el cromosoma X y tiene
relevancia en algunas anomalfas de la diferenciacién fenotipica.
El complejo macromolecular formado por el receptor-hormona, pasa
al nlcleo ¥y se une directamente al ADN. Esta interaccién dispara
una serje de eventos celulares que se manifiestan como efectos
virilizantes (Josso, 1992).

Por efecto de la DHT, los pliegues genitales se ordenan en la
1linea media, se alargan y se fusionan para formar la uretra y el
cuerpo esponjoso del pene entre las semanas 12 y 14 de gestacién.
También 'por efecto de la DHT ocurre 1la fusién de los
engrosamientos labioescrotales a los lados de la uretra para
formar la bolsa escrotal., El tamafilo del pene parece aumentar
linealmente unos 0.7 wm por semana, desde la semana décima hasta
el término normal (Grumbach y Conte, 1992).

£l fenotipo femenino es un proceso pasivo que el embrién
sigue en ausencia de hormonas y otros productos secretados por el
testiculo, ya que el ovario es irrelevante en diferenciacién
fenotipica. Los genitales externos femeninos muestran poca
diferenciacién comparados con sus equivalentes masculines. EL
tubérculo genital intacto se transforma en el clitoris, 1los
engrosamientos labioescrotales dan origen a los labios mayores y
por rearreglo de los pliegues genitales se forman los labios
menores. El seno urogenital se invagina al contacto de los ductos
millerianos y forma la porcién inferior de la vagina. La
proliferacién del septo vesicovaginal extiende el orificio vaginal
hasta la estructura observada al nacimlento (Grumbach y cConte,
1985; Kofman-Alfaro y cols., 1988).

Un resumen de la diferenciacién sexual normal masculina y femenina
se encuentra en la figura 1.3.
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Figura 1.3 Diferenciaciéon sexual normal masculina y femenina.
Tomado de Moore y Grumbach, 1992.
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1.3 Diferenciacién sexual patolégica

Existen anomalias en el proceso de la diferenciacién sexual
normal que resultan en diferentes padecimientos como la disgenesia
gonadal mixta, la disgenesia gonadal pura 46,XY y el
hermafroditismo verdadero 46,XX que se describen a continuacién.

1.3.1 Disgenoslas gonadales

Antes del advenimiento del andlisis citogenético, el término
disgenesia gonadal describia a todos los individuos con genitales
femeninos, estructuras miillerianas normales y estrias gonadales.
De estos pacientes, algunos tenfan estigmas del sindrome de Turner
y otros carecian de ellos (Berkovitz, 1992).

En 1955, Swyer describi6 la disgenesia gonadal pura 46,XY
caracterizada por un fenotipo femenino, estatura normal o alta,
estrias fibrosas bilaterales, infantilismo sexual con amenorrea
primaria y h&bito eunucoide (Swyer, 1955).

En 1962 fue descrito el sindrome de diferenciacién gonadal
asimétrica por Bergadd y cols.., y en 1964 Sohval lo denomind
disgenesia gonadal mixta. Este padecimiento se define por la
diferenciacién gonadal anormal y asimétrica caracterizada por el
desarrollo de testiculo de un lado y una estria fibrosa
contralateral (Bergadi y cels., 1994).

1.3.1.1 Disgenesia gonadal pura 46,XY

La disgenesia gonadal pura 46,XY (DGP 46,XY), se caracteriza
por la presencia de genitales externos completamente femenines,
estructuras milllerianas bien desarrolladas y sustitucién de
génadas funcionales por estrias fibrosas bilaterales (Berkovitz,
1992). Se ha estimado la incidencia de esta anormalidad en
1:100000 recién nacidas (McElreavey y cols., 1993b). La deteccién
de DGP 46,XY generalmente ocurre porque las pacientes acuden por
amenorrea primaria y ausencia de desarrollo de caracteres sexuales
secundarios (Kofman~Alfaro y cols., 1988).
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Muchas mnujeres con DGP 46,XY tienen ausencia de desarrello
mamaric pero a cambio tienen vello plbica. Ocasionalmente, algunas
pacientes tienen desarrollo mamario, e inclusive perfodos
menstruales esporidicos (Grumbach y Conte, 1952).

El perfil hormonal de individuos con DGP 46,XY muestra
anestrogenismo y niveles de las hormonas luteinizante y foliculo
estimulante persistentemente elevados. Las  concentraciones
plasm&ticas de andrdgenos se encuentran en el rango de una mujer
normal. En ocasiones, los andrbgenos se encuentran moderadamente
elevados, probablemente a causa del hipergonadotropismo y el
subsecuente incremento en la produccién de androstenediona por las
células hilares de la estria gonadal (Grumbach y Conte, 1985).
Esta podria ser responsable de la clitoromegalia observada en
algunos de estos pacientes (Berkovitz, 1992).

Se realiza exploracién y remocién quirdrgica de estrias
fibrosas en DGP 46,XY para mnminimizar el riesgo de tumores
gonadales. Puede iniciarse 1la terapia hormonal ciclica con
estrégencs y progesterona durante la pubertad (Berkovitz y cols.,
1991)., Se ha reportade gue algunas pacientes pueden embarazarse
después de una fertilizacién in vitro con un donador del cigoto
(Sauer y cols., 1989).

Después de que se descubrif el gen SRY, varios autores se
interesaron en saber si se encontraba © no este gen en el genoma
de individuos con DGP 46,XY (Ternes Pereira y cols., 1991; Tho y
cols., 1992).

cuande se establecid que la DGP 46,XY puede ser resultado de
una mutacién en SRY o en otro gen gue invalide la funcidn de éste,
los investigadores procedieron al andlisis molecular de SRY en
bisqueda de mutaciones. En la literatura reportada, el 80% de la
nujeres 46,XY con DGP tienen al gen SRY normal y s6lo el resto
presenta alteraciones en este gen (Hawkins, 1993). Er la Tabla 1.1
se muestran las mutaciones reportadas hasta la fecha en casos de
PGP  46,XY dentro del - gemn SRY. Cabe destacar que teodas las
mutaciones descritas excepto una, se encuentran en el dominio HMG
y que supuestamente traen como consecuencia una deficiente
interaccién ADN-protefina. El hecho de gque los reportes se limiten

30



Tabla 1.1 Mutaciones encontradas en el gen SRY en mujeres 46,XY con
disgenesia gonadal pura.

AMINOACIDO

CASO MUTACIORN ORIGEN NUMERO CAMBIO REFERENCIA

AA ATG/ATA de novo 64 M/i Berfa y cols, 1990
JN GTG/CTG HP 60 VL Berta y cols, 1990
Js CCA/TTC del (ATTC) de novo 122 CF Jager y cols, 1990a
Cal GGA/CGA de novo 96 G/R Hawkins y cols, 1992a
CHMO39 TGG/TAG de novo 70 Wy Hawkins y cols, 1992a
207 AAAJATA ? 106 K/} Hawkins y cols, 1992b
208 CCA (del A) de novo 109 CF Hawkins y cols, 1992b
213 ATC/ATG HP 80 M Hawkins y cols, 1992b
ML TTC/TCC HP 109 F/S Jiger y cols, 1992
LG ATG/ACC de novo 68 T McEireavey y cols, 1992b
AS TAT/TAA de novo 127 Y/ McElreavey y cols, 1992b
NV R McElreavey y cols, 1992b
r4: CAG/TAG de novo 93 Q/e McElreavey y cols, 1992¢
XYF AAG/TAG de novo g2 K/ Miiller y cols, 19928
SHME0 CGA/GGA de novo 61 R/G Aftara y cols, 1993
WYS7 CAG/TAG HP 73 Q/e Affara y cols, 1993
wess CAG/TAG HP 73 Qre Affara y colis, 1993
HNS4 ATG/ACG de novo 77 M/T Affara y cois, 1393
GAES CGG/TGG ? 132 R/W Affara y cols, 1993

“HP = herencia paterna, « = codéon de terminacién, del » delecién; CF » cambio de fase de
lectura; R = delecién (26-52 kb) a 1.7 kb del inicio del marco abierto de lectura de SRY.
Los casos WYS7 y WCS8 son hermanos.
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a la caja HMG, se debe a que no se han buscado alteraciones en
otras partes del gen que pudieran ser importantes para su funcién
(Bogan y Page, 1994). Se ha informado un caso de reversién sexuval
46,XY asociada con una gran delecién (- 25-52 kb) ubicada hacia &’
de SRY, iniciando a 0.8 kb del inicio de la transcripcién del gen.
En este caso, el gen SRY es normal y se piensa que la reversién
sexual es consecuencia de alteracicnes en los elementos
reguladores de este gen (McElreavey y cols., 1992b).

Por otro lado, existe un reporte en el cual se estudié a ocho
nujeres XY con DGP, en el cual no se encontraron muwtacicnes en el
gen SRY ({Pivnick y cols., 1992). Estos mnismos resultados se
obtuvieron del andlisis molecular de 3 pacientes con DGP 46,XY
{(Pao y cols., 1993).

Ciertas mutacliones en SRY se han encontrado tanto en mujeres
46,XY con DGP, c¢omo en familiares masculinos normales (Berta y
cols., 1990; Jdger y cols., 1991; McElreavey y cols., 1991; Harley
y cols., 1992; Hawkins y cols., 1992b; Jager y cols., 1992; Vilain
y cols., 1992b}, Se han propuesto varlas explicaciones a estos
descubrimientos, siendo la mis l&gica aquélla que plantea que la
variante de SRY puede interaccionar con cualquiera de los dos
alelos de un segundo den involucrado en determinacidén sexual. La
caracteristica importante del par de alelos, es que uno tiene
secuencia normal, mientras gue el otro porta una mutacién. De esta
manera, cuando la variante SRY interacciona con el alelo normal
del segundo gen, se desarrolla un individuo masculino, mientras
que 51 es el alelo mutante el que interacciona con la variante de
SRY, se condiciona la reversibén sexual (Vilain vy cols., 1992b).

otro grupo informé de un caso de DGP 46,XY, portador de una
gran delecién de Yp. Este caso es importante, porque la paciente
no muestra ningln estigma del sindrome de Turner ni al gen RPS4Y,
supuesto preventor de los estigmas de este sindrome en individuos
46,%XY normales (Mller y cols., 1992A).

En la gran mayorfa de los casos, la estria gonadal se
caracteriza por la presencia de un estroma ovirico ondulado,
mezclado con tejido fibroso y sin foliculos primordiales. Existe
un amplio margen en cuanto a la abundancia de estroma ovarico
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presente en las estrias gonadales. La apariencia histolégica de la
estria fibrosa de una DGP 46,XY es similar a 1la presente en
mujeres con sindrome de Turner (Berkovitz y cols., 1991).

La incidencia de tumores gonadales es de aproximadamente 30%
en sujetos con DGP 46,XY; siendo el mis comin el gonadoblastoma
(Verp y Simpson, 1987). Los gonadoblastomas son neoplasias
definidas histolégicamente por colecciones de células germinales y
granulosas, entre ctmulos de células de Sertoli inmaduras, de
Leydig y lGteas (Page, 1987}, gue pueden tener calcificaciones
internas (Berkovitz, 1992). Este tumor se origina principalmente
en gdénadas disgenéticas, es decir, aquéllas con desorganizacién de
la arquitectura normal del ovario y testiculo, y gue estén exentas
de células germinales. Los gonadoblastomas frecuentemente son
bilaterales y en la mayoria de los casos son benignos (Page,
1987).

Los disgerminomas pueden encontrarse también en la gbénada de
DGP 46,XY Y se cree que provienen de un gonadoblastoma pre-
existente. Aunque es capaz de dar nmetéstasis, el disgerminoma es
generalmente curable. Un tumor m&s amenazador que estos dos, es el
carcinoma de células embrionarias, que también puede generarse en
el remanente gonadal de DGP 46,XY. La estria fibrosa puede
condicionar el desarrollo de teratomas malignos, afin cuando no
exista un gonadoblastoma promotor (Seraj y cols., 1993}, Una vez
detectado el carcinoma embrionario o el teratoma, es necesario
aplicar una terapia agresiva para evitar su progreso (Verp y
Simpson, 19B7).

Un articulo reciente menciona que la morfologia microscépica
de la estria fibrosa puede servir para conocer la existencia o
ausencia de mutaciones en el gen SRY. Aquéllas estrias fibrosas
compuestas exclusivamente por estroma ovarico, sin tGbulos y con
nédulos esclerchialinos; representan reminiscencias de la génada
de una DGP 46,XY debida a mutaciones en 1la determinacién
testicular. Por otro lado, si en la estria se encuentran tGbulos y
estroma indiferenciado, es probable que la reversién sexual sea
consecuencia de alguna mutacién en la via de diferenciacién
testicular (Vilain y cols., 1%93).
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Existen familias con DGP 46,XY con herencia ligada al
cromosema X (Berkovitz y cols., 1991). Ademids de este hecho, se
han reportado varjos casos esporddicos de este sindrome en sujetos
con duplicaciones del brazo corto del crorosoma X. El andlisis de
esta duplicacién en individuos XY normales y XY con reversibn
sexual, sugiere la existencia de un gern entre XAp2l.2 y %p22.1
(5cherer y cols., 1989). Segn Ogata y cols., (1992} este gen
todavi{a no caracterizado, se encuentra sujeto a la inactivacién y
directamente involucrado en la génesis testicular. Tomando como
base una paciente con reversifn sexual 46,X,¥p+ y SRY(+), estos
autores proponen gue 1la pres‘encia de dos coplas activas del
supuesto gen, interfieren con la determinacién testicular y
origina reversién sexual., Es interesante notar gue estos pacientes
con cromosomas X mutantes tienen ademis anomalias congénitas.
Retomando la hipbtesis de McElreavey y cols., (1993a} acerca del
papel del gen SRY como regulador positivo de la determinacién
sexual masculina y a la proteina 2 como el represor de este
proceso en la etjolegia de la disgenesia gonadal pura 46,XY, puede
ser posible que la secuencia c¢on la que interacciona la proteina
SRY tenga wmutacicnes y de esta manera evitar la represibtn de la
sintesis de Z. En este caso, afin en presencia de SRY funcional,
los individuos 46,XY tenderdén a la reversién sexual y a la
disgenesia gonadal pura. También puede ser posible gue la proteina
SRY polimérfica no actle al 100% y no alcance el umbral necesario.
Este modelo también explicarfa la penetrancia incompleta de esas
mutaciones {McElreavey Yy cols.; 1393b).

Sin embargo, la mayoria de los pacientes con DGP 46,XY no
presentan alteraciones en e! gen SRY. La reversidn sexual
observada en estos individuos puede atribuirse a mutaciones en
loci del cromosoma X o autosomas gue participan en la cascada de
daiferenciacién testicular (Pivnick y cols., 1992).

34



1.3.1.2 Disgenesia gonadal mixta

Este sindrome estd definido por 1la determinaciébn testicular
completa de un lado y por la presencia de una estria fibrosa en el
otro lado, Este patrén gonadal se asocia con buen desarrollo de
ductos niillerianos del lado de la estrfa y los respectivos
wolffianos del lade donde se encuentra el testiculo (Berkovitz,
1992).

Bl cariotipo més frecuente encontrado en la disgenesia
gonadal mixta (DGM) es el 45,X%X/46,%XY. El desarrollo gonadal
asimétrico en sujetos con DGM 45,%X/46,XY se considera relacionado
a la proporcién relativa de células 45,% y 46,XY presentes en la
cresta genital. Sin  embargo, existen otros complementos
cromosémicos como 46,XY, 45,X/47,XYY y 46,%XX/47,XXY (Berkovitz,
1992; Méndez y cols., 1993)., La causa del mnosaicismo es
considerada como la pérdida del cromosoma Y por no disyuncién
(Kofman-Alfaro y cols., 1984).

La mayorfia de 1los pacientes se evalGan al nacer por
apbigiiedad genital. El grado de masculinizacién de los genitales
externos del paciente depende de la extensién en la diferenciacién
testicular (Berkovitz y cols., 1991}.

) La produccién de testosterona, determinada por los niveles
basales de la hormona o después de la estimulacién con
gonadotropina coriénica humana es variable, pero frecuentemente se
halla disminuida (Berkovitz, 1992; Méndez y cols., 1993).

De manera tipica, los individuos afectados tienen una mezcla
de estructuras miillerianas y wolffianas que reflejan la produceisdn
de la hormona antimiilleriana y testosterona iIn utero. Un gran
nimero de pacientes con DGM también presenta estigmas del sindrome
de Turnexr {(Berkovitz y cols., 1991; Méndez y cols., 1993).

Los jndividuos con DGM 45,X/46,XY presentan un xango amplio
de fenotipos, aunque la mayoria presentan ambiglledad genital
(Robboy y cols,, 1982). Sin embarge, muchos individuos con DGM
45,X/46,XY tienen un fenotipo masculino normal y pueden ser
fértiles, mientras algunos tienen un fenotipo completamente
femenino y estrias fibrosas bilaterales. Mis de la mitad de esos
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sujetos tienen talla baja y en aproximadamente un tercio de ellos
se encuentran estigmas del sindrome de Turner (Berkovitz, 1992}.

El diagnéstico prenatal ha hecho posible determinar mas
precisamente la prevalencia de varias presentaciones clinicas
entre individuos con mosaicismo 45,%/46,XY. En un estudio de 76
casos de DGM 45,X/46,XY, 72 de ellos tenian genitales externos
masculinos normales. De entre los 4 restantes, todos tenfan
ambiglledad "genital, 3 presentaron hipospadias y el dltimo
desarrollé genitales femeninos con moderada clitoromegalia. Los
sujetos con genitales wmasculinos normales, se analizaron
histol6gicamente y en 27 «casos se hallaron anormalidades
testiculares. Este estudio indica que la gran mayoria de casos de
DGM 45,%/46,XY tienen fenotipo masculino normal, pero en muchos de
ellos se esperan signos de disfuncién gonadal (Chang y cols.,
1990 .

El diagnéstico de DGM se sospecha en un nific con genitales
ambiglios, concentraciones plasm§ticas subnormales de testosterona
y ausencia de precursores de esta hormona acumulados en el plasma.
La presencia de estructuras miillerianas y wolffianas en el
ultrasconograma incrementa la sospecha de éste padecimiento. E1
diagnéstico se confirma por 1la histologfa gonadal (Berkovitz,
1992} . '

Como en todos 1los casos en gue se encuentran gbnadas
disgenéticas o estrias fibrosas asociadas a la presencia de
cromosoma Y, los individuos con DGM se encuentran muy propensos a
desarrollar gonadoblastomas y disgerminomas, Se ha estimado la
frecuencia de neoplasias gonadales en - 25% en estos paclentes
{Robboy y cols., 1982). Se recomienda la realizacién temprana de
una laparotomfa, debido al alto riesgo de que las gdSnadas
disgenéticas originen tumores, y porque se ha reportado
gonadoblastoma en un nino con DGM a los 15 meses de edad (Olsen y
cols., 1988).

Si el asignamiento de género es femenino, se remueve
quirGrgicamente tanto el tejido gonadal como las estructuras
wolffianas. Cuando se asigna sexo masculine, se recomienda
eliminar 1las estructuras milllerianas Jjunto con 1las estrias
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tibrosas y los testiculos intrabdominales para prevenir la
aparicién de neoplasias., Los testiculos intraescrotales pueden
preservarse dentro del escroto, aunque en estos casos deben ser
vigilados periSdicamente {(Berkovitz, 1992).

La DGM puede resultar come consecuencia de defectos en el
gen SRY que disminuyan pero no eliminen su funcién como TDF, o de
mutaciones en otros genes involucrados en la cascada testiculo-
determinante (Berkovitz, 1992), '

1.3.2 Hermafroditismo verdadero

El término hermafroditismo verdadero (HV) describe una
condicién clinica en la cual se desarrolla tejido testicular y
ovarico en el mismo individuo (Kofman-Alfaro y cols., 1992).

Para tomar en cuenta una génada como ovario, &sta debe poseer
el estroma caracteristico y foliculos primordiales, mientras que
el testiculo debe incluir tdbulos seminiferos con células
gernminales (Van Niekerk y Retief, 1981). Aunque se pueden observar
varios patrones gonadales, la mayoria de los pacientes presentan
un ovario en un lado del abdomen y del otro lado, un testiculeo. La
combinacién de un ovotestes y un ovario contralateral, y la
presencia de ovotestes bilaterales son los patrones gonadales que
siguen en frecuencia, respectivamente (Van Nieckerk y Retief,
1981).

El desarrollo de estructuras wolffianas y milllerianas es
variable y generalmente depende de la extensién del desarrollo
testicular. También dependiendo de 1la cantidad de tejido
testicular presente, varian los grados de masculinizacién de 1los
genitales externos (Berkovitz y cols., 1992), aunque generalmente
al nacer predominan los genitales wvirilizados, y tomando como
referencia el tamafio del félo, se asigna el sexo masculino en la
mayoria de los casos. La ambiglledad de los genitales internos y
externos es consecuencia directa de la produccién hormonal de las
gbénadas presentes. Por lo tanto, el espectro genital externo de
los pacientes con HV va desde aquellos completamente masculinos
hasta los totalmente femeninos, pasando por diversos grados de
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ambigliedad genital (Kofman-Alfaro y cols., 1992).

Ta funcién endécrina y gametogénica en individuos con HV,
proviene de la parte ovarica del ovotestes y del ovario mismo.
Tanto el tejido testicular aislado, como el integrante del
ovotestes, es inactivo en gametogénesis y en produccién de
hormonas masculinas. Algunos hermafroditas presentan hematuria
ciclica, misma que puede tomarse como periodos menstruales debidos
a ovulacién espont&nea o inducida (Kofman-Alfaro y cols., 1992).

La frecuencia de los cariotipos observades en HV varfa en
diferentes poblaciones: En Europa y Africa es mds comn el HV
46,XX, que ocurre en aproximadamente 58% de los casos (Ramsay Yy
cols., 1988; Berkovitz y cols., 1992; Braun y cols,, 1993),
mientras que existe el predominio de HV 46,XY en Japdén (Van
Niekerk y Retief, 1981). En occidente, el gquimerismo 46,XX/46,XY
se observa en ~ 14% de los paclientes. S6lo en 12% de los casos de
HV se encuentra cariotipo 46,XY y el porcentaje restante
corresponde a mosaicos como 46,XY/47,XXY y 45,X/46,XY (Van Niekerk
y Retief, 1981; Linskens y cols., 1992). En nuestra poblacién dos
terceras partes de los pacientes presentan un cariotipo 46,XX y el
resto esti conformado por HV 46,XX/46,XY, 46,XY Y otros mosaicos
cromosémicos {Kofman-Alfaro y cols., 1992). La presentacién
clinfca es practicamente la misma atn en casos de HV con diversas
constituciones cromosémicas (Berkovitz, 1992).

La génada mds frecuentemente observada en los casos de HV es
el ovsotestes, con localizaciones ingulnales, intrapé&lvicas o
labjioescrotales. En 80% de los casos, los tejidos ovdrico y
testicular se hallan dispuestos en forma término-terminal. La
mayorfa de estas génadas mixtas, tienen una 1llnea delimitante
entre los dos tejidos (van Niekerk y Retief, 1981).

El hecho de que el tejido ovdrico es firme y el testiculo es
suave durante la palpacién, es muy valioso en la localizacién de
las g6nadas de un recién nacido con genitales externos ambiglios.
Casl todos 1los ovotestes tienen una apariencia macroscépica
diagnéstica. La porcién ovdrica de esta g6nada tiene una
superficie rugosa, mientras que la regi6n testicular tiene una
apariencia lisa y brillante (Van Niekerk y Retief, 1981).
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La morfologia de la porcién ovirica de un ovotestes, es
précticamente normal, aunque en nifios puede encontrarse una
reduccidn de la cantidad de foliculos primordiales. Es interesante
seftalar que en aproximadamente la mitad de los ovotestes, la parte
ovdrica muestra seflales de ovulacibn, En comparacitn, la porcién
testicular es histol&gicamente anormal, presentando esclercsis
tubular, hilperplasia de células de Leydig y abundancia de células
de Sertoli en el lumen de los tidbulos seminiferos. La localizacisén
del ovotestes es una funcibn directa de la cantidad de testicule
presente (Van Niekerk y Retief, 1981).

Los genitales internos dependen del tipo de génada presante,
asi, se encuentra principalmente trompa en el caso de avario u
ovotestes, y epididimo junto al testicule. Sin embargo, en cuatro
casos se hallé epididimo y/o conducto deferente juntc a la trompa
y préximos al ovatestes, 1o que sugiere que el desarrolleo de estas
estructuras es interdependiente (Kofman~Alfare y cols., 1992).

La razén por la que se extirpa quirlirgicamente el ovaric
durante la nifiez en HV con sextv de asignacién masculino, es para
evitar que durante la pubertad se desarrolle ginecomastia. E1
desbalance existente entre la produccién basal de testosterona y
estradicl, asi como la activacién del ovaris, son 1los responsables
de la ginecomastia presente en todos los casos de HV (Kofman-
Alfara y cols., 199%2).

1,3.2.1 Harmafroditismo verdadero 46,XX

bDos sindromes se caracterizan por determinacién testicular en
sujetos con un cariotipo aparentemente normal 46,XX: el varén XX
{(VX} y el hermafroditismo verdadero 46,XX. En 1la primera
condicisn, la determinacién testicular es completa mientras que en
el hermafroditismo verdadero existe reversién sexual incompleta,
1o que resulta en el desarrcllo de ovario y testfculo, La razén
por la que se incluye el hermafroditismo verdadero 46,XX junto con
el varbn 46,XX es porque se piensa que tienen un origen comfin y
representan manifestaciones alternativas del misme defecto
genético (Abbas y cols., 1990).
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La mayorfa de los VX tienen genitales externos masculinos
normales, pero en el 10t de los casos existen hipospadias. Todos
los varones XX son estériles (Fechner y cols., 1993). No se conoce
con exactitud la incidencia de este desorden, aunque se estima que
oscila en un VX por cada 20000-25000 recién nacidos (Numabe y
cols., 1992). Por lo general, los VX se detectan al nacimiento por
la presencia de ambigiiedad genital y durante la pubertad, debido a
que acuden a consulta por ginecomastia y retardo en los caracteres
sexuales secundarios. El fenotipo del sujeto adulto es similar a
los pacientes con sindrome de Klinefelter excepto por la talla
baja. BRunque el falo y el escroto son normales, el tamafio
testicular es menor. Antes de 1la pubertad, la ultraestructura
testicular es normal, pero en adultos hay ausencia de
espermatogonias, degeneraci6tn de tGbulos seminiferos e hiperplasia
de células de Leydig (Berkovitz, 1992),

Los mecanismos genéticos responsables del VX 46,XX y HV 46,XX
no son muy claros. Con fines préicticos, puede clasificarse a los
VX 46,XX y HV 46,XX en dos grupos: aguéllos que poseen secuenclas
del cromosoma Y en su genoma Yy los que carecen de ellas
{McElreavey y cols., 1992a; Van der Auwera y cols., 1992; Fechner
y cols., 1993).

Cuando ambos padecimientos est&n asociados con 'la presencia
de cromosoma Y pueden explicarse por la hipdtesis de Ferguson-
smith (1966}. Este autor propuso gque durante la recombinacién
entre los cromosomas sexuales en la meiosis paterna existe
translocacién de secuencias derivadas del Y al cromosoma X
paterno, mismas que incluyen a TDF. La presencia de tal rearreglo
en varones 46,XX y hermafroditas verdaderos 46,%XX podrfa explicar
el desarrollo testicular. También plantea que la variacién en 1la
extensién de la inactivacién del cromosoma X portador de las
secuencias del Y, d& como consecuencia sujetos con determinacién
testicular completa (VX} o en otros casos, determinacién
incompleta (HV 46,XX) (Ferguson-Smith, 1966)., Se sabe que
aproximadamente el 10% de HV 46,XX y el 80% de los XX contienen
secuencias Y-especificas en su genoma (McElreavey y cols., 1993b).
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Desde 1986, se han ;‘eportado por lo menos nueve estudios
intentando encontrar secuencias de ¥p y Yg en HV 46,XX. Durante
este perfodo, se han encontrado mias de 30 pacientes negativos para
secuencias del cromosoma Y mediante un gran nilmero de sondas
(Vergnaud y cels., 1986; Page y cols., 1987; Ramsay y cols., 1988;
Abbas y cols., 1990; McElreavey y cols., 1992a; Tho Yy cols.,
1992). A raiz del descubrimiento de SRY, Jdger y cols. (1590b),
reexaminaron 7 casos de HV 46,XX que previamente se habian
reportado negativos para secuencias del cromosoma Y. Se detectd la
presencia de PABY y 75 kb proximales de ADN de este cromosoma en
uno de los casos.

Con respecto a los VX portadeores de material derivado del
cromosoma Y, se ha demostrado que algunos pacientes incluyen al
gen SRY en uno de sus cromosomas X (Boucekkine y cols., 1992;
Fukutani y cols., 1993).

El grupo de VX 46,XX y HV 46,XX sin secuencias del cromosoma
Y en su genoma son nis complicados de explicar. Generalmente, en
este grupo los pacientes tienen grados variables de ambigilledad
genital (Abbas y cols., 1990). Asimismo, en este qrupe pueden
llegar a coexistir en la nmisma familia, casos de HV 46,XX y VX
46,XX con anormalidades genitales. En una familia se encontraron 2
VX 46,XX que tenian un primc y un tio con diagnéstico de HV 46,XX
{(Skordis y cols., 1987). Al estudiar a un HV 46,XX con ovotestes
bilaterales, Palmer y cols., (1989) encontré que un hermano del
paciente mencionade tenia carioctipe 46,%% y testicules
bilaterales. En otra familia se localizaron dos casos de VX. Estos
descubrimientos, han permitido postular una etioleogia comin para
ambos padecimientos (Abbas y cols., 1990}. Una teoria que intenta
explicar la presencia de testiculos en individuos 46,XX establece
que en estos pacientes existe mosaicismo criptico con 1lineas
celulares 46,XY o 47,XX¥. Sin embargo, en la mayoria de estos
casos, se ha descartado esta posibilidad mediante el empleo de
técnicas moleculares, aunque la gran mayoria de reportes se
limitan a buscar secuencias del cromosoma Y en ADN extraido de
leucocitos, sin comparar con otros tejidos (Berkovitz y cols.,
1992). Como consecuencia, la atencién se ha enfocado en descubrir
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otras posibles etiologlas para la presencia testicular en estos
pacientes (Fechner y cols., 1993).

La Gltima teoria que trata de explicar los HV 46,XX y VX
46,XX asume gue en estos pacientes con grados variables de
reversién sexual existen mutaciones autosémicas decminantes o
ligadas al X que permiten el desarrollo testicular en ausencia de
TDF (Berkovitz y cols., 1992; Fechner y cols., 1993).

Esta Gltima teoria ha cobrado fuerza actualmente y no sdlo se
aplica a casos de VX y HV 46,XX (ambos SRY -), sino a pacientes
SRY + con DGP 46,XY. Las pruebas de esta teoria son : asociacién
de reversit6n sexual con el sindrome WAGR (Tumor de Wilm’s,
aniridia y retardo mental). El locus WT-1 para este conjunto de
anomalias se ha asignado en 11pl3 (Van Heyningen y Hastie, 1992).
El enanismo camptomélico es un sindrome de herencia autosémica
dominante caracterizado por m@ltiples anomalias en la formacién de
cartilago y hueso, Esta patologia se ha encontrade asociada a DGM
(Berkovitz, 1992). Finalmente, existen casos de reversién sexual
en individuos con cromosoma Y intacto y deleciones terminales de
9p. Estudios detallados permiten establecer la existencia de un
gen en 9p24, Iinvolucrado en desarrollo testicular (Bennett vy
cols., 1993). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren el
papel de 2al menos 3 loci autosémicos en testiculogénesis
(Berkovitz, 1992}.

1.3.2.,2 Otros complementos cromosémicos
en ol Hermafroditismo Verdadaro

Los mecanismos genéticos productores de HV asociado a
cariotipos diferentes del 46,XX son distintos a los expuestos en
el capitulo anterior. Por esta razén, se considera al HV como unha
condicién gené&éticamente heterogénea con una variedad de etiologias
(Berkovitz, 1992; Linskens y cols., 1992).
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No se ha establecido hasta ahora la etiologia del HV 46,XY,
El grupo dirigido por Gary Berkovitz ha propuesto que el mecanismo
responsable de esta anormalidad de la diferenciacién gonadal es
similar al) productor de 1la disgenesia gonadal mixta 46,XY
(Berkovitz y cols., 1992).

Cuando existe determinacién testicular parcial a causa de la
mutacién en un gen involucrado en las primeras fases del
desarrollo testicular, varias regiones de la cresta gonadal pueden
diferenciarse hacia testiculo, mientras que otras d&reas no
alcanzan a ser estimuladas y se convierten en ovario. Bajo tales
condiciones, los foliculos primordiales en el tejido ovirico
pueden entrar en una etapa previa de degeneracién, seguida por un
perfodo ré&pido de muerte celular. En este modelo, el fenotipo
podria depender del tiempo en el cual existe involucién ovédrica:
si permanecen muchos folfculos primordiales, 1la condicién
resultante se llama HV, pero si el parénguima ha desaparecido
totalmente y s8lo se encuentra tejido estromitico, entonces se
habia de disgenesia gonadal. Esto implica gque un ovoteste y una
génada disgenética pueden ser diferentes presentaciones de un
mismo proceso etiolégico (Berkovitz, 1992).

Recientemente se reporté un caso muy interesante de HV 46,XY.
El paciente <con sexo de asighaciédn femenino y ovotestes
bilaterales imbricados, presenté dos mutaciones puntuales en la
caja HMG del gen SRY en ADN obtenido de las génadas. Una de las
mutaciones era silenciosa, mientras que la otra (sustitucidén de
leucina por histidina) se tomé como el mecanismo responsable del
padecimiento. No se encontraron tales mutaciones cuando se analizé
el ADN extrafdo de sangre del paciente y de su padre. Los autores
plantean que este fenotipo es consecuencia directa de la citada
nutacién poscigética, debida probablemente al efecto mutagénico de
ciertos disolventes orgénicos, a los cuales estuve expuesta la
madre durante el embarazo (Braun y cols.., 1993).
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Los HV portadores de m&s de una linea celular permiten
explicar mds fécilmente el origen de las génadas. El quimerismo
46,%XX/46,XY hallado en un porcentaje de HV, puede. provenir de una
doble fertilizacién, intercambio de cé&lulas entre gemelos
dicigéticos de diferente sexo, o por errores mitdticos
poscigéticos. En estos pacientes y en aguéllos con HV relacionado
a mosaicismo 45,X/46,XY, la determinacién gonadal anormal puede
deberse a la relacién entre el nimero de células gue contienen un
cromosoma Y y aquéllas que carecen del mismo (Linskens y cols..,
1992). Por esta razén, existe la hipdtesis de que la DGH
45,%/46,XY tiene una forma de HV in utero (Berkovitz, 1992).
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1.4 La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La introduccién de la reaccién en cadena de la polimerasa o
PCR ({del inglés "Polymerase Chain Reaction") ha venido a
revolucionar 1la biologia molecular, ya gque pernite 1la
amplificacién selectiva de una sola molécula de ADN o ARN en
millones de veces en unas cuantas horas (Saiki y cols., 1985;
Mullis y Faloona, 1987).

Esta wetodolegia permite analizar iIn vitro secuencias
especificas de un gen a partir de una gran variedad de fuentes
biolégicas como sangre deshidratada, tejidos frescos, raices de
cabello, muestras de tejidos incluidos en soportes sélidos e
incluso muestras tan antigiias como momias y mids aln, de animales
hoy extintos.

1.4.1 Fundamento da la reaccidén

Este procedimiento estd basade en la realizacién de cicles
repetitivos de desnaturalizaci6n del ADN molde, el alineamiento de
dos oligonucledtidos con las secuencias complementarias al ADN de
interés, y la extensién de las cadenas de ADN a partir del extremo
37-0H de cada oligonucledtido mediante la actividad de una ADN
polimerasa. De esta manera, la amplificacién de una secuencia
determinada estd definida por la funcién exponencial 2D donde n es
el ngmero de ciclos (Mullis y Faloona, 1987).

1.4.2 Los ciclos

8i la secuencia a amplificar se localiza en ADN genémico, las
dos cadenas se encuentran apareadas formando una doble hélice. La
manera de separar las cadenas es el calentamiento a 95°C
aproximadamente durante un minuto. Al enfriar y mantener la mezcla
de reaccién entre 40 y 60°C durante un minuto, 1los dos
oligonucleétidos se alinean con las secuencias complementarias del
ADN molde, lo que permite el inicio de la sintesis de la cadena
complementaria por la ADN polimerasa cuando la solucién se
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Figura 1.4 La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Tomado de Thompson y cols, 1991.
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calienta a 72°C y se mantiene asi durante otro minuto. Al conjunttS
de estas etapas se le conoce como un cicle de amplificacién (Innis
y cols., 1990).

El tiempo de incubacién a 72°C varfa de acuerdo a la longitud
del producto 'aeseado, aunque una regla empirica seflala que por
cada kilobase de secuencia esperada se debe incubar la mezcla de
reaccién un minuto en cada ciclo. Es posible eliminar el paso de
extensién si la secuencia por amplificar es menor o igual a 150
pares de bases. La enzima retiene actividad significativa a bajas
temperaturas y 1la sintesis completa puede ocurrir durante la
transicién entre el alineamjento y la desnaturalizacién (White,
1993).

Generalmente, ‘el primer ciclo de amplificacién es precedido
por un paso de desnaturalizacién prolongado a 95°C por lo menos
durante 5 minutos, con la finalidad de separar por completo las
cadenas del ADN. Después de transcurrir el nGmero deseado de
ciclos de amplificacién, la mezcla de reaccién se incuba a 72°C
entre 5 y 10 minutos para permitir que los fragmentos amplificados
se encuentren como dobles cadenas {Innis y cols., 1990j).

En la mayoria de los casos, las secuencias amplificadas se
obtisnen en cantidades suficientes para su andlisis
electroforético en geles de agarosa o poliacrilamida, dependiendo
de la resolucién deseada. Los geles de agarosa frecuentemente
incorporan bromuro de etidio en su matriz y debido a esta
caracteristica, permiten la visualizacién de las bandas obtenidas
bajo luz ultravioleta a -~ 300 nm. Sin embargo, en ocasiones los
productos de PCR no pueden analizarse de esta manera debido a la
baja cantidad  de muestra. En estos casos debe realizarse
hibridacién con oligonucledtidos internos a la secuencia
amplificada (White, 1993).

La desnaturalizacién es el paso critico del ciclo tipico de
PCR, ya gue de ella depende la disponibilidad de cadenas sencillas
y por lo tanto, el apareamiento de los oligonucleétidos a las
secuencias complementarias. Ademis la temperatura de alineamiento
determina la especificidad de la reaccién, debido a gque las
temperaturas bajas originan apareamientos inespecificos, que traen
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como consecuencia la amplificaci6n de secuencias no deseadas; por
otra pafte, la temperatura de alineamiento demasiado alta evita la
unién de los oligonucleStides al ADN resultando en una falta de
amplificacién (Arredondo-Peter, 1993).

Ciertamente el nfinero de copias generadas durante la reaccién
de PCR es muy grande, pero no es infinito. Después de un cierte
ndmero de ciclos, el producto deseado se acumula exponencialmente
hasta que entra en una fase lineal o fase estacionaria. Lo
anterior se conoce como efecto meseta, A partir de este punto,
conforme aumenta el tiempo desaparece el producto amplificado
debido fundamentalmente a la actividad exonucleasa 543’ de la Tag
polimerasa (Sardelli, 1993).

El desarrollo tecnolégico y el uso de las ADN polimerasas
termoestables han permitido la automatizacién de todo el proceso y
en la actualidad se cuenta con una gran diversidad de equipos
llamados termocicladores que efectian los ciclos de temperatura de
manera automidtica y con gran precisién (Perkin-Elmer, 1992).

1.4.3 Los componentes de la reaccién

La composici6én basica de una mezcla de PCR incluye al ADN
molde, el amortiguador de amplificacién, los oligonucleStidos, ADN
polimerasa y los trifosfatos de desoxirribonucleétidos.

a) ADN nmeolde

Puede estar en forma pura o nds cominmente estar mezclado con
otras biomoléculas y ademds puede presentar degradacién parcial.
Estas dos caracteristicas han permitido el uso de ADN de diversas
muestras como las ya seflaladas (Arredondc-Peter, 1993).

Las secuencias ideales para someterse a PCR tienen entre 150
y 500 pbh de longitud, aunque otras mds grandes comc 2 kb, pueden
ser amplificadas eficientemente. Es conveniente gque la secuencia
elegida sea Gnica, de esta manera se evitan competencias
indeseables. Asimismo, se recomienda que esta secuencia Gnica se
encuentre en cantidades entre 0.1 y 1.0 microgramos para minimizar
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el namero de ciclos de amplificacién requeridos. Aunque la
sengibilidad de la reaccién en cadena de la polimerasa es muy
grande, el riesgo de contaminacién con trazas de ADN se incrementa
cuando el nGmero de copias originales es bajo (White, 1993).

b) Bl amortiguador

La solucién amortiguadora estindar para PCR tiene la
composicién siguiente: KCl 50 mM; Tris~HC1 10 mM, pH 8.4; Mgcl,
1.5 mM y 100 ug de gelatina por nililitro de solucién (Innis y-
cols., 1990). Destaca de entre estos componentes la concentracién
de Mg2*t ya que la eficiencia y la especificidad de la reaccién
dependen de este parametro, especialmente sobre la actividad de la
ADN polimerasa. Los mejores resultados se obtienen cuando 1la
concentracién de este ion varia en el intervalo de 1.5 a 4 mM,
considerando gue la concentracién de EDTA deberd ser baja porque
puede complejar al Mg2*. aungue en la composicién del amortiguador
de PCR no aparece el EDTA, se menciona porque se encuentra
com@inmente en los amortiguadores de disolucién de ADN (Erlich,
1989). Altas concentraclones de Hg2+ y de otros iones monovalentes
inhiben a 1la Tag polimerasa: 40-50% de la enzima plerde su
actividad cuando MgCl2 ~ 10 mM. En cambio, se observa un
incremento en la velocidad de sintesis de esta polimerasa cuando
la concentracién de KCl es de 50 mM, mientras que si este limite
se rebasa, se presenta inhibicién enzimitica (Innis y cols.,
1990).

¢) Los cligonucladtidoa

Para llevar a cabo cualquier amplificacién por PCR deben
disefliarse un par de oligonucledtidos sintéticos que hibriden con
regiones del ADN molde y que se localicen en los extremos de la
regién de interés. Cada oligonucle6tido se debe orientar con su
extremo 370H hacia el otro, es decir, deben estar encontrados y
ser complementarios para ambas cadenas del ADN molde. La longitud
promedio de los oligonucleétidos oscila entre 15 a 30 nucleétidos
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Y su secuencia debe presentar la mayor simjlitud posible con la
regibn que se pretende amplificar. Debe evitarse que anbos
oligonucledtidos tengan secuencias complementarias eptre si
principalmente en los extremos 37-OH porgue fomentan la
concatenacién entre ellos. Generalmente la distancia promedio de
un oligonucledtido al otro escila entre 100 y 1000 pb, delimitando
asi la secuencia por amplificar (Inonis v cols., 1990).

El contenido de G+C en los oligonuclebtidos es el principal
deternminante de la temperatura de fusién: un aumento en la
propercién de estas dos bases es directamente proporcional al
incremento de Tm o temperatura de fusidn (Tm corresponde a la
tenmperatura a la cual la mitad del ADN se encuentra como cadenas
sencilias) (Sambroock y cols., 1989).

Es recomendable determinar el valor de Tm para cada par de
oligonucleétidos, ya gue este valor es necesario para calcular la
temperatura teSrica de alineamiento segin la ecuacién:

Ta = Tm = 5°C = 2(A+T} + 4(G+L) ~ 5°C

Donde Ta e5 la temperatura teSrica de alineamiento
{Arredondo-~Peter, 1993). Normalmente el valor de Ta oscila entre
55-65°C, sin embargo segin las caracteristicas del sistema de
amplificacidén, Ta puede variar significativamente hasta alcanzar
valores fuera del intervalo nencionado. La practica general
consiste en nantener a los oligonuclebtidos en la solucién de
amplificacifén a una concentraecién entre 0.1 y 1.0 mM de cada uno
de ellos (Erlich, 1989). En el disefio de los oligonucledtidos,
pueden incluirse sities de restricei6n, Gtiles para la clonacién
del producto amplificado en caso nscesario {White, 1993}).

4) ADN polimarass

Durante la reaccitén de sintesis de una cadena de ADN, la ADN
polimerasa incorpora desoxirribonuclebtidos (dNTPs) al formar un
enlace fosfodiéster entre el grupe hidroxilo libre en el extremeo
3’ de la cadena naciente y el grupo fosfato en 5/ del nuclestide
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entrante. La energia para esta reaccién proviene de la hidr6lisis
del fosfato gamma de cada dNTP que se incorpora (Ausubel y
cols.,1990).

Todas las ADN polimerasas necesitan un oligonuclestido
cebador que se encuentre en el lugar de inicio de la sintesis de
la cadena complementaria al ADN molde. El oligonucleétido cebador
es un pequefio fragmento iniciador de ARN gque proporciona el
extremo 3/-0H libre para que actle la enzima. Asimismo, todas las
ADN polimerasas trabajan en direccién 5’»3¢ (Sambrook y cols.,
1989) .

El grupo que desarrollé la netodologia de PCR & mediados de
la década pasada, empled al fragmento Klenow de la ADN polimerasa
I de E. coli para catalizar la extensién del fragmento deseado a
37°C. Obviamente en el siguiente paso desnaturalizante, la enzima
perdia su actividad y en el préxime ciclo habia la necesidad de
agregar una nueva cantidad de enzima, lo cual resultaba en un
procedimiento laborioso y costoso (Saiki y cols., 1985; Mullis y
Faloona, 1987)}.

Poco después se utilizd la Tag ADN polimerasa, la enzima
termoestable proveniente de Thermus agquaticus, una bacteria que
crece en aguas termales a 70-75°C (Saiki y cols., 1988). A partir
de este descubrimiento, Tag es la ADN polimerasa m&s utilizada en
PCR, tanto en su forma nativa extrafida de T. aquaticus, o la
recombinante obtenida de E. coli, conocida como AmpliTagq ADN
polimerasa (Innis y cols., 15990).

El nombre genérico de westa enzima es EC 2,7.7.7
desoxinucleésido trifosfato: ADN desoxinucleotidiltransferasa. La
Tag polimerasa tiene 832 aminoicidos con un peso molecular de
93,51 kDa, y una actividad especifica de 200000 U/mg {U es 1la
cantidad de enzima requerida para incorporar 10 nanomoles de
desoxirribonucleédtidos en material &cido insoluble durante 30
minutos a 74°C, usando un ADN molde activado de esperma de salmén
(Perkin-Elmer, 1992)]. Su temperatura &ptima se encuentra entre
los 75 y 80°C, y es una polimerasa con alta procesividad debido a
que la velocidad de incorporacién de nucleétides Kcat, es de unos
150 nucledtidos por segundo (La procesividad es la capacidad de
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una polimerasa para incorporar nuclebétidos continuamente desde el
cebador, sin disociarse del ADN molde). Como caracteristica
importante, la Tag polimerasa conserva el 50% de su actividad
después de 130, 40 y 6 minutos a 92.5, 95 y 97.5°C,
respectivamente. Ademds de 1los nucleStidos ordinarios, la Tagq
polimerasa puede incorporar andlogos como &'~trifosfato de 7~
deaza-2’/-desoxiguanosina (Innis y cols., 1990; White, 1993).

En los Gltimos afios se han introducido nuevas ADN polimerasas
termoestables para ser usadas en PCR, Tal es el caso de la enzima
aislada de la bacteria termofilica Thermus thermophilus (Tth) o la
Tma polimerasa proveniente de Thermotoga maritima, una bacteria
que crece a temperaturas superiores a 90°C (Erlich y Arnheim,
1992). M&s recientemente se inicié la comercializacién de otra
enzima termoestable: Vent polimerasa, purificada a partir de cepas
de Thermococcus litoralis (Cease y cols., 1994).

Estas ADN polimerasas difieren en términos de su perfil de
actividad, procesividad y resistencia a la temperatura. Algunas de
estas enzimas como por ejemplo la Tag polimerasa, tiene actividad
de exonucleasa 5/»3’ pero carece de esta funcidén en sentido 3/»57;
otras ADN polimerasas termoestables tienen actividad de
exonucleasa en ambos sentidos (Erlich y Arnheim, 1992).
Recientemente se han lanzado al mercado varlantes obtenidas por
ingenieria genética, como ha sido el fragmento Stoffel de la Tag
polimerasa, gue no tiene la actividad de exonucleasa 5’»3¢ de 1la
enzima nativa y es practicamente insensible a concentraciones
altas de Hg“(Perkin—Elmer, 1992},

La eleccién de la ADN polimerasa depende de las aplicaciones
particulares y de las propiedades de cada enzima. Por ejemplo, la
Tth polimerasa tiene actividad de transcriptasa reversa en
presencia de manganeso divalente, permitiendo en un solo tubo de
reaccién la sintesis de ADNc a partir de un molde de ARN, seguido
por PCR para amplificar el ADNc una vez que el manganeso ha sido
reemplazado por iones magnesio (Erlich y Arnheim, 1992).

Un pardmetro importante de 1las ADN polimerasas es la
fidelidad. Este parimetro mide la exactitud de la reaccién de
sintesis y por lo tanto, refleja los errores cometidos por 1la
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polimerasa. Cuando se hace secuenciacién usando PCR, la fidelidad
es nuy importante, ya que un error de la polimerasa puede
observarse come una nmutacién en el ADN problema. En casos como
éste, debe repetirse el ensayo con otra enzima antes de tener un
resultado contundente. La alta fidelidad de algunas enzimas es
consecuencia de la actividad de exonucleasa 3/»5’ correctora de
pruebas, por lo que estas enzimas pueden ser la eleccién para
fines de secuenciacién (Gelfand y Sninsky, 1993).

@) Los trifosfatos de desoxirribonuclestidos (ANTPs)

Los trifosfatos de desoxirribonucleétidos son los monémeros
que la ADN polimerasa incorpora en la cadena complementaria al
molde de ADN.

Es importante la concentracién de dNTPs en la reaccién de
amplificacién, ya que a bajas concentraciones podria reducirse la
eficiencia del proceso por reactivos limitantes. En cambio las
concentraciones altas de dNTPs alteran significativamente Jos
niveles de Mg2¥ 1libres en la reaccisén, por la formacién de
complejos dNTP-Mg. Si la concentracidén de cada dANTP excede los 50
mM, hay inhibicién total de la actividad de la Taq poliperasa
(Erlich y Arnheim, 1992). '

La concentracién recomendada para cada dNTP es de 200 uM; sin
embargo, &3 importante mantener la concentracién equimolar entre
los cuatro dNTPs, para evitar que la Tag polimerasa incorpore
algGn dNTP equivocado en determinadas posiciones, y de esta manera
incrementar la tasa de error de la enzima por nuclebtido
polimerizado. La tasa de error de incorporacién se calcula
dividiendo la unidad entre el nimero de bases a la cual ocurre una
mutacién (Gelfand y Sninsky, 1993).

Se ha calculade la tasa de error experimental de la Tag
polimerasa en 1.5 x 10 ¥ 0.7 % 10 para sustituciones o cambios del
marco de lectura, respectivamente (Erlich, 1989).

En términos metodolégicos, es importante definir lo que se
conoce como condiciones estédndares en PCR: Tris-HCl 10 mM, pH 8.3;
KCl 50 mM, MgCl, 1.5 mM, dNTPs 200 pM/cada uno y 2.5 unidades de
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Taq polimerasa, usando un termociclador con el siguiente perfil
térmico: un minuto a 94°C para la desnaturalizacién, un minuto a
559C para el alineamiento y un minuto a 72°C para la extensién
(Gelfand y Sninsky, 1993).

Las condiciones antes expuestas no siempre dan los mejores
resultados por lo que se debe optimizar cada una de las variables
mencionadas anteriormente (Wages y Fowler, 1993).

Inicialmente, para el cloruro de magnesio deberd hacerse una
curva de concentracién creciente, empezando generalmente en 1.5 nM
hasta 4 mM con un incremento de 0.5 mM cada vez y observando si en
cada concentracién existe o no amplificacién, La concentracién en
la cual se observa mejor el producto deseado, es la gue deberd
usarse para posteriores reacclones, Cabe sefialar que 1la
optimizacién de la cencentraciébn de MgCl, deberd hacerse siempre
que se usen nuevos oligonucleétidos o reactivos de otro fabricante
(Wages y Fowler, 1993).

En cuanto a los dNTPs, frecuentemente basta con ajustar la
concentracién de cada nuclestido a 200 uM para tener los mejores
resultados. En casc de no ser asi, deberd buscarse la
concentracién 6ptima, que serd la misma para los cuatro
nuclebtidos (Wages y Fowler, 1993).

El rendimiento de la reaccidh puede abatirse si se usan
cantidades menores a 1.5 Unidades de enzima. Es conveniente usar
entre 1.5 y 3.0 Unidades de Tag polimerasa para obtener 1los
mejores resultados. Con altas concentraciones de enzima se fomenta
la sintesis de productos lnespecificos e incluso la desaparicién
de la banda esperada si el nfmero de ciclos es mayor a 40
{Sardelll, 1993). :

Auhque no toma parte en la reaccién de amplificacién, el
aceite mineral tiene una importante funcién en PCR. Evita que
durante los pasos de desnaturalizacién se evapore el agua en la
cual estén disueltos todos 1los conmponentes de la reaccién y se
alteren las concentraciones de todos ellos. El aceite mineral
puede adicionarse cuando todos los reactivos se encuentran en la
solucién de amplificacién o antes de agregar la enzima, modalidad
que se conoce como "Hot Start" PCR. Este procedimiento permite una
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desnaturalizacién extensiva sin pérdida de actividad de la Tag
polimerasa, misma gue se incorpora a la mezcla de reaccibdn cuande
la temperatura desciende entre 70~80°C (D’Aquila y cols., 1991).

Una comunicacién reciente menciona gque el uso de aceite
‘mineral como recubrimiento de las mezclas de PCR puede acarrear la
formacién de amplificados inesp‘acificos ¥ gue tales
contaninaciones pueden minimizarse si se emplea parafina de alta
pureza {Hébert y «cols., 1993)., Las nuevas dgeneraclones de
termocicladores prescinden del aceite mineral como recubrimiente y
en su lugar se emplean ceras inertes (Perkin-Elmer, 19%2).

Ademis del andlisis electroforétice convencional, es posible
realizar detecciones colorimétricas de los productos amplificados
8l los oligonucleStidos acarrean ligandos tales como la biotina.
En tal procedimiento, el ADN anmplificado se transfiere a un
saporte s6lido que tiene en su superficie proteinas de anclaje
para el oligonucledtido y se adiciona avidina conjugada con
peroxidasa. La alta afinidad de 1la avidina por la bictina permite
una unidn especifica. Finalmente se adiciona un cromégenc junte
con H,0, para el desarrollo de color (Kemp y cols., 1989).

Una manera mds fina de deteccidn es realizar secuenciacién
para saber si el producte amplificado es la secuencia esperada y
para anallizar la presencia de posibles mutaciones (Bevan y cols.,
1992),

La gran sensibilidad de PCR representa su principal ventaja
aunque también acarrea algunos problemas. Permite debido a esta
caracteristica tanto la amplificacién de secuencias que se
encuentran repetidas varias veces dentre de un genoma, come la
deteccitn de secuencias de copia Gnica. También por esta razdn,
puede ampllficar moldes no deseados gue Se encuentran come
contaminantes en el medio ambiente o en el material de laboratoric
usade durante la preparacién de las muestras., Se ha aconsejado que
el lugar donde se nezclan los compeonentes de PCR esté separado
fisicamente del sitio donde se encuentra el termociclador, y que a
su vez el andlisis de los productos de la reaccién se lleve a cabo
en otro laboratorio, para asi disminuir en 1lo posible 1la
contaminacidn. Se han usado varios métodos para eliminar el ADN
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extrafio de la mezcla de reaccién, como la irradiacién gamma o con
luz ultravioleta, esterilizacidn en autoclave y mediante
tratamiento enzimdtico de la solucién reactiva sin el ADN molde
con varias nucleasas, todos ellos sin resultados absolutamente
convincentes (Bélak y Ballagi-~Pordany, 1993).

1.4.4 Aplicacicnes de PCR

El impacto de esta metodologia en las ciencias biolégicas ha
sido de tal magnitud, que descripciones detalladas de cada una de
las aplicaciones de PCR, se encuentran en libros dedicados sélo a
esta tecnologfa (Erlich 1989, Innis y cols., 1990; White, 1993).
Aqui s6lo se mencionan brevemente-algunos uses de PCR.

Con justa razén, entre un 70 y 80% de las aplicaciones de PCR
reportadas en la 1literatura, estan enfocadas a la deteccién de
agentes patégenos, en particular virus y bacterias. Esto es
posible debido a que se ha caracterizado de manera total en
algunos casos y parclial en otros, el genoma de los patégenos mis
frecuentes; tomando enh consideraciSn durante el disefio de los
oligonuclettidos aquéllas secuencias conservadas a través de la
evolucién (Erlich, 1989). Este procedimiento tiene la gran ventaja
de ser vers4&til, sencillo, sensible y r&pido cuando se compara con
los métodos tradicionales de an&lisis que implican reacciones
metab6licas, tinciones especificas, serologia e inclusive algunos
procedimientos histolégicos (Arredondo-Peter, 1993}).

Uno de los campos principales de PCR en el diagnéstico
clinico es la deteccién de secuencias del virus de 1la
inmunodeficiencia humana (HIV-1) que causa SIDA. Otro virus ocupa
también un campo importante de aplicacién de PCR: el papilomavirus
humano (HPV), asociado a ciertos tipos de cdncer cérvico-uterino
(Arredondo-Peter, 1993). '

Recientemente, estas aplicaciones clinicas de PCR se han
favorecido en gran nmedida con el desarrollo de procedimientos que
permiten llevar a cabo la amplificacién de los fragmentos de
interés, inclusive a partir de nuestras que se han procesado
histolégicamente y que se conservan como laminillas. La variante
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que permite estas aplicaciones se conoce como PCR in situ, y
resulta de mucha utilidad para el an&lisis retrospective (Bagasra
y cols., 1992; Gressens y Martin, 1994).

No s6lo puede amplificarse ADN por PCR, sino que es posible
extender esta metodologia también al ARN. En estudios de expresisn
génica es conveniente saber si existe o no algfin ARNm de interss,
Yy en caso de existir transcrito, es deseable conocer el nivel de
expresién del gen codificante. Ambas interrogantes pueden ser
resueltas por PCR. En la primera de ellas, el ARNm de interés se
incuba en un medio apropiado con +transcriptasa reversa, para
sintetizar el correspondiente ADNc. La molé&cula de ADNc puede
servir de molde en la reaccibn en cadena de la polimerasa usande
los oligonucleStidos adecuados. El proceso de retrotranscripcitn
acoplado a PCR se conoce con las siglas RT-PCR. El sistema de
deteccidn puede ser tan simple como la observacién bajo luz UV de
los productos separados por electroforesis o en casos necesarios,
puede realizarse hibridacién con oligonucleétidos internos que
sirven como sondas (Innis y cols., 1990).

Con respecto al estudio de niveles de expresién, existe una
metodologla disefiada para este propésito y que se denomina PCR
cuantitativo (Innis y cols., 1990). Inicia con un proceso de
ratrotranscripcién, seguide por amplificaciém del ADNc con el par
de oligonuclebtidos adecuados. El producto de la reaccién se
separa en gel de agarosa tefildo con bromuro de etidio y se
fotografia. De manera alternativa, se hibrida el fragmento que se
amplificé, con una sonda marcada complementaria con alguna regién
interna. De esta manera, cuando la amplificacién de la muestra
problema se lleva a cabo simulténeamente con controles de
concentracién conocida, es posible determinar el njvel de
expresién de un gen. Este procedimiento ha sufrido muchas
modificaciones, entre las cuales sobresale la amplificacién de un
ADN molde que compite con el fragmento de interé&s, de manera que
al adicionarlo en cantidades variables a las mezclas de PCR que
contienen una cantidad fija de ADN de interés, y al utilizar el
mismo par de oligonucledtidos para ambos fragmentos de ADN, puede
calcularse el nivel de amplificacién de este Gltimo, al comparar
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densitométricanente la intensidad de las bandas generadas, La
distincidn entre ambos amplificados estd dada por los diferentes
tamafios al resolver la mezcla en gel de agarosa. El nfimero de
moléculas de la mnuestra inicial se determina para aquélla
coamplificacién en donde la proporcién del gen competitivo con
elmolde sea igual a 1 (Arredondo~Peter, 1993). Esta modalidad
cuantitativa ha sido denominada PCR competitive (Innis y cols.,
1990; White, 1993).

Una vez amplificada clerta regién, en el paso siguiente se
procede a su andlisis, con métodos tales como secuenciacién o
clonacién del fragmento en algln vector. Este Gltimo procedimiento
puede facilitarse si durante el disefio de los oligonucle&tidos se
incorporan sitios de restriccién en los extremos 5¢/ de tal manera
que después de realizar PCR es' posible clonar las secuencias
amplificadas aprovechando estos sitios de restriccién en el vector
(Erlich y Arnheim, 1992).

La aplicacién de PCR en terrenos forenses y legales esti
basada en la variabilidad genética que existe entre 1los
individuos, ademis de la gran sensibilidad del método, 1o que ha
permitido amplificar fraqmentosA a partir de cantidades tan
pequefias de ADN como las gue se encuentran en sangre seca, células
epiteliales, semen e incluso de raices de cabello. Con esta
metodologia ha sido posible exonerar o culpar a un individuo entre
un grupo de sospechosos de haber cometido algln crimen (Innis y
cols., 1990).

otras aplicaciones de PCR incluyen la deteccién de secuencias
de enterobacterias, durante los andlisis de contaminantes del
agua, y estudios de variabilidad genética entre poblaciones de la
misma especie (White, 1993).

1.5 La técnica histoldgica de la parafina
Independientemente de la razén, siempre que se extirpa un
tejido de un individuo se realiza un examen histelégico de rutina

y se conserva la pieza. En la gran mayoria de los casos, el tejido
se somete a una fijacién inicial seguida de otros procedinmientos
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para concluir en la inclusién en un soporte s61ido, generalmente
parafina. La. técnica histolégica de la parafina se encuentra
resumida en la Figura 1.5.

Dentro del contexto metodolégico, la fijacién del blogue de
tejido es uno de los pasos cruciales, La fijacién se refiere al
proceso de conservacién morfolégica y estructural propiciado por
una seolucién fijadora, la cual permite analizar morfolbgicamente
al tejido después de la muerte celular. Los fijadores deben poseer
varias caracteristicas para usarse en el laboratorio de
Histologia. Deben inactivar los sistemas enzimaticos,
especialmente aquéllos que causan autdlisis, como los contenidos
lisosomales. Un buen fijador favorece la deshidratacién y 1la
tincién del tejido, ya dque vuelve insolubles los componentes
tisulares y ademds actGa como mordente. Posee ademds la capacidad
de impedir las alteraciones osmbticas y por este hecho previene la
ruptura de 1las estructuras durante el procedimiento. Al
desnaturalizar 1'% precipitar lds proteinas provoca el
endurecimiento del tejido, y as{ facilita el corte. Los fijadores
quinices se clasifican de acuerdo a su poder oxidorreductor en
oxidantes como los compuestos de osmio y mercurio, ademds de
algunos &cidos organicos, y en reductores como el etanol, acetona
Y formaldehido, Algunos fijadores son especificos para
determinadas estructuras celulares y tisulares, por ejemplo 1la
solucién de Bouin es wusada para la fijacién de tejidos
embrionarios (CPEP, 1988).

El fijador m&s utilizado en Histologia es el formaldehido
diluido al 10%, solucién conocida como formalina. Este fljador se
introduce a la célula por difusién y a través de su grupo
carbonilo provoca una gran cantidad de reacciones con las
biombleculas (CPEP, 1988). El formaldehido produce en los &cidos
nucleicos la formacién de bases de Schiff con los grupos amino
libres de los nucledtidos y la exposicién de nucleoproteinas a
este agente quimico provoca enlaces cruzados entre el ADN y las
proteinas. El1 hecho de que estos procesos son reversibles en
solucién acuosa, sugiere que el ADN puede recuperarse del tejido
fijado con formaldehfido (Dubeau y cols., 1986).
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Bloque de tejido (obtenido por biopsia o necropsia)
Fijacion {con formalina neuku‘.a)

Lavado ({(con a@ua)

Deshidratacién (con etanol 80%, 96% y 100%)
Aclaramiento  (con xileno)

Infiltracion  (con parafina fundida)

Inclusién  {con parafina fundida)

Corte (entre 5-10 ym en un microiomo)

Tincion  {con hematoxilina ¥ ecsina)

Figura 1.5 La técnica histologica de la parafina.

Entre paréntesis se encueatran ias condiciones empleadas gerarziments.
Tomado de CPEP, 1988.
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Generalmente, todos los pasos de la técnica histoldgica de la
parafina excepto la inclusién y el corte, se efectGan en un
aparato llamado Histokinette, equipado con varios recipientes
donde se colocan los reactivos necesarios y ademis, puede
programarse para realizar los cambios del tejido de un.frasco a
otro de manera autem&tica (CPEP, 1988).

El fltimo paso consiste en el corte. Este se efecta en
aparatos llamados microtomos. Tres aspectos son importantes para
un buen corte: el tipo y condiciones de la cuchilla, la velocidad
de corte y el espesor del tejido cortado. La cuchilla deberd estar
limpia, sin muescas y frfa para evitar la fusién de la parafina
ocasionada por altas velocidades de corte., Para fines histolégicos
el espesor del corte es muy importante, siendo el intervalo usado
entre 5 y 10 mm (CPEP, 1988).

El destino acostumbrado de 1los cortes es tefiilrse con
hematoxilina y eosina, y ser analizado bajo log objetivos de un
nicroscopio. Una vez que el diagnéstico histolégico se ha
realizado, el tejido pasa a ser un bloque mds dentro del archive
biolégico (CPEP, 1988). Por esta razbn, la contribucién de Goelz
es muy importante, porque marcé la pauta para realizar estudios
retrospectivos a nivel molecular en tejidos incluidos en parafina
(Goelz y cols., 1985; Shibata y cols., 1988a),. -

1.6 Extraccién de ADN de tejido incluido en parafina

En 1985 Goelz y colaboradores intentaron con buen éxito 1la
extraccién de ADN de tejidos fijados en formaldehido e incluidos
en parafina por los procescs histolégicos ordinarios. Este estudio
pretendfa estudiar el genoma en células de carcinoma colorectal
humano y la idea original de usar los bloques de tejido inclufdo
en parafina surgi6é como consecuencia de la baja frecuencia de
recoleccién de tejido fresco y de la posibilidad de realizar
estudios- retrospectives. Una gran cantidad de muestras de este
tumor y muchos otros, se encontraban almacenadas en los archivos
patolégicos de los hospitales, hecho que motivé a este grupo a
buscar un método para extraer ADN gendmico de estos tejidos y
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usarle primero en hibridacién ADN-ADN tipo Southern y tipo "dot
blot", y posteriormente en hibridacién in situ (Goelz y ceols,,
1985) .

Los procedimientos convenclionales para extraer ADN de bloques
embebidos en parafina incluyen varios pasos, el primero de los
cuales corresponde a la eliminacién de la parafina. El1 nGmero de
cortes y el grosbr de los mismos varfan de acuerdo a las
necesidades de cada autor (Goelz y cols., 1985; Dubeau y cols.,
1986; Impraim y cols., 1987; Shibata y cols., 1988a; Greer y
cols., 1991; Kallio y cols., 1991)., La desparafinizacién puede
realizarse de 2 maneras principalmente, aunque la m4s. usada y
recomendada es la disolucién de 1la parafina en un disolvente
apropiado como n-octane o xileno {(Crisan y cols., 1990; Greer y
cols., 1991; Braun y cols., 19893). El otre método de
desparafinizacién se basa en la fusién de la parafina a 65°C y el
congelamiento sGbito del corte en nitrégeno liquido. Ademas de
extraer ADN, con este procedimiento puede obtenerse ARN de buena
calidad para efectuar RT-PCR (Santos y Osério-Almeida, 1993). De
entre estos métodos de desparafinizaciém, la gran mayoria de
autores eligen el uso de disolventes y el xileno goza de mayor
popularidad sobre el n-octano. Después del uso de xileno, se
eliminan los restos de este disolvente efectuando lavados con
etanol (Goelz y cols., 1985; Crisan y cols., 1990; Greer y cols.,
1991; Kallio y cols., 1991; Braun y cols., 1993).

En algunos protocolos para extraer ADN de tejido incluido en
parafina se realizan digestiones proteoliticas. Con més
frecuencia, los tejidos se tratan con proteinasa K en medio
desnaturalizante, aunque también puede usarse pronasa con
resultados similares. El tiempo de incubacién, las concentraciones
de proteasa y la composicién del amortiguador de digestién
dependen de cada autor (Innis y cols., 1990). Una simplificacidn
metodolégica evita los tratamientos enzimdticos y las extracciones
con fenol y cloroformo. En esta técnica, el tejido desparafinizado
se hierve en agua por diez minutos y el sobrenadante es usado
directamente para la reaccién de amplificacisn por PCR (Shibata y
cols., 1988a; Shibata y cols., 1988a; Kallio y cols., 1991). Sin
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émbargo, al hervir la muestra pueden solubilizarse componentes
inhibitorios de PCR haciendo sinergismo con trazas de fijadores
remanentes (Innis y cols., 19%0; Kallio y cols., 1991}.

81 se realiza digestién proteolitica, se eliminan los restos
de protefnas por extracciones con fenol-cloroformo, y finalmente
se realiza una precipitacién etanélica del ADN (Goelz y cols.,
1985; Impraim y cols., 1987; Braun y cols., 1993},

Inicialmente, el ADN extraido se usé para hibridacién ADN-ADK
tipo Southern y tipo "dot blot" con muy buenos resultados. Con la
aparicién de PCR, se empezd a extraer ADN para usarlo como molde
en las reacciones de amplificacién enzimitica (Shibata y cols.,
1988a; Shibata y cols., 1988b; Crisan y cols., 1990; Greer y
cols., 1991; Kallio y cols., 1991; Braun y cols., 1993). Aunque el
ADN obtenido no se encuentra intacto, se sabe desde 1985 que se
extrae como doble cadena, es sensible al corte por endonucleasas
de restriccién e hibrida eficazmente con sondas marcadas con
compuestos radiactivos. La movilidad electroforética del ADN
extraldo de tejido inclufdo en parafina es ligeramente menor gque
la del ADN aislado de muestras frescas. Adem&s, el ADN extralde de
tejido fijado en formalina e incluide en parafina puede clonarse
en vectores plasmidicos (Goelz y cols., 1985).

Con respecto a la degradacién observada en el ADN extraido de
blogques de parafina, se propone gue puede ser causa del fijador o
de otras razones., Una de ellas puede ser la accién de las
nucleasas entre el tiempo de extraccién de la pieza y la fijacién,
aungque en un estudio se mnostré gque no hay degradacitn
significativa entre el tejido fijado inmediatamente y aquél que
permanecié 24 horas a 4°C antes de la fijacién (Greer y cols.,
1991). Esto podria no ser cierto en todos los casos. Una
posibilidad es que existan niveles variables de nucleasas entre
los tejidos de un mismo individuo, maxime si son neoplisicos. Se
cree ademds que el almacenamiento del blogue por periocdos
prolongados puede traer como consecuencia la degradacién paulatina
del ADN presente (Goelz y cols., 1985). Aungue se ha extrafido ADN
de tejido incluido en parafina de 40 afios y se ha usado
exitosamente como molde para amplificacién por PCR (Shibata y
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cols., 1988b), no necesariamente significa que el ADN permanece
intacto indefinidamente en 1los blogues incluidos en soportes
s6lidos. Entre mis tiempo transcurre desde el montaje, se
amplifican sélo secuencias de bajo peso molecular por PCR (Greer y
cels., 1991).

Como ya se mencions, la fijaci6n es el paso de la técnica
histolégica gque tiene mis efectos sobre las reacciones de
amplificacién enzimatica a partir de ADN extraido de tejido
incluido en parafina. No todos los métodos de preservacidén o
fijaciébn proporcionan ADN apropiado para usarse en PCR, El efecto
de la fijacién se evalGa por la capacidad del ADN del tejido
tratado para servir como molde en la amplificacién. De este modo,
mientras se encuentren productos amplificados de gran tamafio,
significard que el fijador no causé mayores dafios al ADN, Greer y
cols., (1991) probaron el efecto de varios fijadores en tejidos a
los cuales se les extrajo el ADN, mismo que se sometié a PCR. lLos
mejores resultades se observaron en los tejidos fijados con etanol
al 95% y acetona. El uso de formalina neutra provoca una ausencia
apreciable de ADN de alto peso molecular. Fijadores como el
paraformaldehido y la mezcla 4&cido acético-etanol-formalina,
comprometen 1la eficiencia de la amplificacién, pero no en 1las
proporciones inhibitorias de soluciones fijadoras muy A&cidas como
las de Carnoy y Zenker. No s6lo influye el fijador usado, sino
también el tiempo de fijacién. En un ensayo con los fijadores
arriba mencionados, se probé el efecto de 24 horas de fijacién.
Los resultados mostraron la incapacidad del ADN molde para dirigir
la sintesis de productos mayores a 1 kb con todes los fijadores
analizados, excepto 1la acetona. Con estos estudios se ha
comprcbade que el tiempo de fijacién es nuy importante. Cabe
sefialar que en ocasiones las muestras permanecen mucho tiempo en
soluciones fijadoras, antes de procesarlas, como por ejemplo en
expediciones zooldgicas. Muestras como éstas, tendran una notable
ausencia de ADN de alto peso molecular. La Tag polimerasa comete
errores cuando sintetiza una hebra complementaria a un ADN dafiado
por efecto del fijador, lo cual se traduce en mutaciones del
producto amplificado por PCR (Greer y cols., 1991}).
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2. Planteamiento del Problema y Objetivos

La disgenesia gonadal mixta, la disgenesia gonadal pura 46,XY
¥ el hermafroditismo verdadero 46,XX, son sindromes originados por
anormalidades en la diferenciacién sexual. Las gbénadas son
diferentes en cada uno de estos padecimientos. La aplicacién de
técnicas de biologla molecular al ADN obtenido de las g&nadas
presentes en cada uno de estos padecimientos, permite comprender
con més claridad el desarrollo gonadal patolégico. En este
sentido, el primer paso a segquir en el estudico molecular del
genoma gonadal consiste en la extraccién de ADN a partir de
gbnadas fijadas en formaldehido e inclufdas en parafina.

EL presente trabajo consiste en la estandarizacién de una
técnica para extraer ADN a partir de g6nadas incluidas en parafina
tanto de individuos normales como de pacientes con DGM, DGP 46, XY
y HV 46,XX, asi{ como el empleo de este ADN para realizar estudios
de amplificacién enzimitica de secuencias centroméricas de los
cromosomas X y Y.

Los objetivos particulares de este trabajo son:

1) Establecer una metodologia que permita la extraccién de
ADN a partir de tejido gonadal normal incluido en paréfina.

2) Realizar un analisis cualitativo y cuantitativo del ADN
extraido de los bloques de ovario y testiculos normales incluidos
en parafina..

3) Extraer ADN a partir de tejido gonadal incluido en
parafina de paclentes con diferentes anomalfas de la
diferenciacién sexual.

4) Obtener ADN a partir de sangre de individuos normales
(controles) y de pacientes con diferentes anomalias de 1la
diferenciacién sexual.

5) Amplificar secuencias alfoides de los cromosomas sexuales
por PCR en el ADN extraido de sangre de los controles y de los
pacientes, asfi como en ADN extraido de las gdnadas controles y de
las génadas de los pacientes,
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3. Parte experimental
3,1 B8oluciones empleadas

a) Nacl 5.0 M,

b) Tris (hidroximetilaminometano) 1.0 M, pH 7.6.

c¢) SDS (dodecilsulfato de sodio) al 10%.

d) Amortiquador de extraccién: Tris 100.0 mM, NaCl 100.0 mM,
EDTA (sal disédica del &cido etilendiaminotetracético) 10.0 mM.
Esterilizar por filtracién.

e) Amortiguador de digestién: Tris 50.0 mM pH 7.5, EDTA 10.0
mM, NaCl 150,0 mM. Esterilizar por filtracién.

f) Amortiguador Tris-EDTA (TE) pH 8.0 : Tris 10.0 mM, EDTA
1.0 mM. Esterilizar en autoclave.

g) Amortiguador de 1lisis de eritrocitos (ALE): Tris 10.0 mM,
NaCl 10.0 m¥ y MgCl, 5.0 mM. Esterilizar en autoclave.

h) Amortiguador de lisis de leucocitos pH 7.6-8.0 (ALL): Tris
10,0 mM, EDTA 10.0 mM, NaCl 50.0 mM y 0.2% de SDS, Esterilizar en
autoclave.

1) Acetato de sodio 3,0 M. Esterilizar por filtracién.

§) Solucién de proteinasa K (de Tritirachium album) (20
mg/ml) en agua estéril. cConservar a -20°C.

k) Soluclién concentrada de oligonucledétido 50 mM en agua
estéril (grado cultivo celular).

1) Amortiguador de carga para electroforesis: azul de
bromofenol 0.25%, xilenclianol 0.25% ¥y 15.0 % de Ficoll. Conservar
a 4°C.

m) Amortiguador de corrida para electroforesis TBE 1X
(solucién concentrada 5X: Tris 0.4 M, HqBO, 0.4 M y EDTA 0.01 M).

3.2 PBEquilibracién del fenol

Las finalidades de 1la equilibracién del fenol son 1la
neutralizacién de su acidez y la saturacién con agua. Usar
solamente fenol redestilado grado biologfa molecular, sin
productos derivados de su oxidacién, ya que &stos provocan daflos a
los Acidos nucleicos.
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1. Fundir el fenol a 65°C por calentamiento en bafio maria.

2. Adicionar un volumen de Tris 1.0 M pH 8.0 y 0.5 g de 8-
hidroxiquinoleina como antioxidante, Mezclar con agitacién
magnética durante dos horas protegiendo de la luz con papel, o en
frasco ambar.

3, Dejar en reposo hasta la separacién de las fases, Medir el
pH de la fase superior (acuosa). En caso de gque el pH < 7.6,
aspirar la fase acuosa y eliminarla.

4, Adicionar un nuevo volumen de Tris 1.0'M pH 8.0. Agitar
nuevanente protegiendo el recipiente de la luz.

5. Repetir el paso 3. Concluir la operacién cuando 7.6 < pH<
8.0. Almacenar el fenol a 4°C en frasco dmbar.

3.3 Extraccidén de ADN a partir de bloguesz de génadas
fijadas en formaldehido e incluidas en parafina.

Las go6nadas de individuos normales y de 1los pacientes
estudiados fueron proporcionadas por los Servicios de Patologia
del Hospital General de México, $Sa; del Instituto Nacional de 1la
Nutricién "Salvador Zubir&n", SSa; y del Hospital General "Manuel
Gea GonzAdlez", SSa.

Se describen a continuacién 4 mnétodos para extraer ADN de
bloques de génada incluidos en parafina.

En todos los métodos probados el material de laboratorio debe
ser nuevo y estéril, Tocar los bloques de tejido s6lo con guantes.

3.3.1 XMétodo A.

Este método incluye digestién proteolitica y extracciones con
fenol, cloroformo y alcohol iscamilico (Erickson, 1992).

1. Cortar el tejido a 10 gm en un microtomo. Depositar 3
cortes en un microtubo de 1.5 ml y guardar hasta su uso,

2. Eliminar el exceso de parafina de cada corte mediante un
bisturi.
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3. Desparafinizar el tejide con 400 pl de xileno. Agitar el
nicrotubo suavemente al menos durante $ minutos.

4, Centrifugar a 16400 g en una microcentrifuga durante 10
minutos. Desechar el sobrenadante por inversién del tubo.

5. Adicionar 500 pl de etanol absoluto y agitar suavemente.

6. Repetir secuencialmente los pasos 4, 5 y nuevamente el 4.

7. Calentar el microtubo a 48°C en bafic maria para evaporar
el etanol remanente.

8., Agregar 100 pl de amortiguador de extraccién, 10 pl de SDS
10% y 2.0 pl Qe .proteinasa K (20 mg/ml). Agitar suavemente. El
amortiguador de extraccién proporciona la fuerza iénica y pH
necesarios para la accién proteolitica de la enzima y las
propiedades tensoactivas del SDS permiten eliminar membranas.

9. Incubar a 42°C toda la roche.

10, Adicionar 150 pl de fenol eguilibrado y agitar. ElI fenol
desnaturaliza los polipéptidos remanentes y permite que los restos
de proteinas pasen a la fase orgénica.

11, Centrifugar a 10500 g por 10 minutos para separar las
fases. Tomar la fase superior y depositarla en otro microtubo.

12. Repetir los pasos 10 y 11.

13. Anadir 150 4l de fenol-c¢loroformo 1:1 y agitar
guavenente. Repetir el paso 11.

14. Adicionar 150 pl de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1
(CHC1,-AIA) y agitar suavemente. Repetir el paso 11. La mezcla
CHC1,4-AIA, ademds de actuar como disolvente de vrestos de
proteinas, permite una mayor definicién de la interfase y previene
la formacién de espuma.

15. Agregar 15 gl de acetato de sodio 3 M y agitar.

16. Adiclionar 330 gl de etanol absolutoc fric. Mantener a -
20°C durante 12 horas.

17. Centrifugar a 16400 9 durante 15 minutos.

18. Afladir 10 pl de amortiguador Tris-EDTA y almacenar a -

20°¢C,

3.3.2 Mbtodo B,
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Este método de extraccidén de ADN prescinde de la digestién
enzimdtica y de las extracciones con fenol y cloroformo (Kallio y
cols, 1991).

1. Cortar el tejido a 5 pm en un nmicrotomo. Depositar 5
cortes en un microtubo de 1.5 ml y guardar hasta su uso.

2., Desparafinizar el tejido con 500 pl de xileno. Agitar el
microtubo suavemente por 10 minutos, .

3. Centrifugar a 12000 g en una microcentrifuga durante 5
minutos. Desechar el sobrenadante por inversién del tubo,

4. Repetir los pasos 2 y 3.

5. Adicionar 500 ul de etanol absoluto y agitar suavemente,
Repetir el paso 3.

6, Repetir los pasos 5 y 3.

7. Agregar 2 gotas de acetona y dejar abierto el microtubo a
temperatura ambiente hasta una total evaporacién.

8. Adicionar 50 pl de agua destilada estéril y homogenizar el
contenido.

9. Coleccar el microtubo en un bafio de ebullicién a 93°C por
10 minutos.

10. Depositar el microtubo en un bafioc de hielo por 5 minutos.

11. Centrifugar a 12000 g durante 5 minutos.

12. Usar inmediatamente o conservar a =-20°C hasta su uso.

3.3.3 Método C.

Adends de la digestién enzimdtica y la extraceién con
disolventes orginicos, esta técnica incluye una hidratacién
gradual del tejido y la sustitucién del etanol por 2-propanol en
el paso de precipitacién (Braun y cols, 1993).

1. Cortar el tejido a 30 pm en un microtomo. Depositar 8
cortes en un microtubo de 1.5 ml y guardar hasta su uso.

2. Desparafinizar el tejido con 1 ml de xileno. Agitar el
microtubo suavemente durante 30 minutos.
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3. Centrifugar a 12000 g en una microcentrifuga durante 10
minutos. Desechar el sobrenadante por inversién del microtubo.

4. Repetir los pasos 2 y 3.

5. Afiadir 1 ml de etanol al 96% y agitar suavemente durante
15 minutos.

6. Repetir el paso 3.

7. Agregar 1 ml de etanol al 90% y agitar suavemente durante
15 minutos.

8. Repetir el paso 3.

9. Adicionar 1 ml de etanol al 70% y agitar suavemente
durante 15 minutos,.

i0. Repetir el paso 3.

11, Evaporar el etanol a temperatura ambiente.

12. Adicionar 350 pl de amortiguador de digestién (Tris-HCl
50.0 mM pH 7.5; EDTA 10.0 mM, NaCl 150.0 mM} y SDS hasta el 1%.
Agitar suavemente.

13. Agregar 10 gl de proteinasa K (20 mg/ml) y agitar
suavemente.

14, Incubar a 55°C por un minimo de 12 horas.

15. Afiadir 350 pl de fenol-cloroformo-alcohol iscamilico
(25:24:1) y agitar por 10 minutos.

16, Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos.

17. Transferir 1la fase superior a otro microtubo sin
arrastrar material de la interfase.

18, Adicionar 350 pl de cloroformo y agitar por 10 minutos.,

19. Repetir los pasos 16 y 17.

20, Repetir los pasos 18, 16 y 17.

21, Adicionar 350 pl de isopropanol y agitar suavemente.

22. Dejar a ~20°C durante una noche.

23. Centrifugar a 12000 g durante 20 minutos. Eliminar el
isopropanol por inversién del microtubo.

24. Evaporar el isopropanol a 80°C durante 10 minutos.

25, Adicionar 20 pl de amortiguador Tris-EDTA.

3.3.4 Método D.
Es una técnica modificada a base de las técnicas A y C.
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1. Cortar el tejido a 10 pm en un microtomo. Depositar 3
cortes en un microtubo de 1.5 ml y guardar hasta su uso.

2. Desparafinizar el tejido con 1.0 ml de xileno ultrapuro.
Agitar el microtubo suavemente por lo menos durante 5 minutos.

3. Centrifugar a 16400 g en una nricrocentrifuga durante 10
minutos. Desechar el sobrenadante por inversién del microtubo.

4. Afadir 0.5 ml de xileno ultrapuro y agitar. Repetir el
paso 3.

5. Adicionar 1.0 ml de etancl absoluto para eliminar el
xileno residual. Agitar suavemente y repetir el paso 3.

6. Agregar 0.5 ml de etanol absoluto y agitar suavemente.
Repetir el paso 3.

7. Sellar la boca del microtubo con Parafilm. Perforar el
Parafilm con una aquja y colocar el microtube en bafio maria a 80°C
durante 5-7 minutos para evaporar el etanol remanente.

8. Retirar el Parafilm, dejar enfriar, agregar 200 pl de
amortiguador de extraccidén, 20 gl de SDS 10% y agitar.

9. Adicionar 7.5 pl de proteinasa K (20 mg/ml), agitar
suavenente e incubar a 48°C toda la noche en bafio maria.

10. Afiadir (después de 16 horas de incubacién) 50 ul de
amortiguador de extraccién, 2.5 pl de proteinasa K e incubar hasta
que el contenido del tubo sea incoloro.

11. Colocar el microtubo en un blogue de calentamiento a 97°C
por 10 minutos para inactivar la proteinasa K. Dejar enfriar a
temperatura ambiente.

12. Adicionar 140 pl de fenol equilibrado y 140 ul de una
mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 v/v (CHCl3-AIR).
Agitar durante 5 minutos hasta formar una emulsién.

13, Centrifugar a 16400 g por 10 minutos para separar las
fases. Tomar la fase superior (sin material de la interfase) y
depositarla en otro microtubo.

14, Agregar 280 pl de la mezcla CHCly-AIA y agitar por 5
minutos. Repetir el paso 13.

15. Adicionar 25 ul de acetato de sodio 3.0 M para alcanzar
una fuerza iSnica adecuada para el paso 16.
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16. Precipitar el ADN con 460 pl de 2-propanol. Agitar
suavemente y dejar toda la noche a 4°C.

17. Centrifugar a 16400 g durante 30 minutos para sedimentar
al ADN precipitado.

18. Eliminar el exceso de isopropanol por inversién del
microtubo y evaporacién del remanente a 85°C por 5 minutos.

19. Disolver el ADN en 30 pl de amortiguador Tris-EDTA (TE) Y
almacenar a -20°C.

3.4 Extraccién de aADN a partir de leucocitos totales

Se usa la técnica propuesta por Escobar y Zamora (1992).
Todo el material de vidrio debe estar limpio y estéril.

1. Extraer aproximadamente 20 ml de sangre venosa y mezclar
con el anticoagulante (EDTA tripotasico).

2, Centrifugar a 330 g durante 25 minutos para separar los
leucocitos. .

3. Aspirar la capa de leucocitos con una pipeta Pasteur y
depositar en dos tubos de 13 x 100. De preferencia tomar sélo el
paquete blanco.

4. Adicionar a cada tubo aproximadamente 4 ml de amortiguador
de lisis de eritrocitos (ALE), sellar con Parafilm y agitar. El
ALE es una solucién hipoténica que provoca la ruptura selectiva de
la membrana eritrocitaria por choque osmético.

5., Centrifugar a 330 g durante 10 minutos para sedimentar el
paquete de leucocitos. Eliminar el sobrenadante por inversi6n del
tuboc sobre una solucién de hipoclorito de sodio al 5%. .

6. Repetir los pasos 4 y 5 hasta que el paquete celular
tienda hacia el color blanco.

7. Suspender el botén celular de cada tubo en el siguiente
medio de digestién: 0.5 ml de ALE + 2.5 ml de amortiguador de
lisis de leucocitos (ALL) + 15 pl de proteinasa K de 20 mg/ml.
Agitar suavemente.

8. Sellar con Parafilm e incubar en bafio marfa con agitacién
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a 42°C durante toda la noche. Finalizar la incubacidén cuando el
liquido de los tubos sea incoloro.

9. Afiadir 1.5 ml de fencl equilibrado y 1.5 ml de cloroformo
por tubo, sellar y agitar suavemente para mezclar las dos fases.

10. Centrifugar a 580 g durante 20 minutos para depositar los
restos de proteinas en la interfase.

11. Aspirar la fase superior con una pipeta Pasteur y
depositarla en un tubo de 13 x 100. No tomar material de 1la
interfase. .

12. Repetir los pasos 9, 10 y 11 dependiendo de la cantidad
de restos proteicos depositados en la barrera interfisica.

13. Adicionar 3.0 ml de CHCl;-AIA, sellar y agitar suavemente
hasta formar una emulsién.

14. Centrifugar a 330 g por 5 minutos, Transferir la fase
superior de ambos tubos a un tubo de 50 ml.

15. Ajustar la fuerza iénica para precipitar el ADN con 150
#l1 de Nacl 5 M.

16. Agregar 2 voldmenes (12 ml) de etanol absoluto a ~-20°C.
Cubrir con Parafilm y agitar muy suavemente por inversisdn del tubo
hasta que aparezca el ADN precipitado.

17. Pescar el ADN con una pipeta Pasteur de punta curva.

18. Sumergir el ADN por lo menos 10 veces en una solucién de
etanol al 70% a -20°C, Contaminantes solubles en esta solucién se
eliminan mediante estos lavados.

19, Dejar secar el ADN sobre la pipeta Pasteur a temperatura
anmbiente por espacio de 5 minutos.

20. Disolver el ADN en amortiguador Tris-EDTA (TE). El
volumen de amortiguador TE usado varfa de acuerdo a la cantidad de
ADN extrafdo, siendo el rango entre 200 y 400 ul, Conservar a =
20°C.

3,5 Determinacién cuantitativa del ADN extraido
a) ADN extraido de génadas incluidas en parafina.

1. Diluir 30 ul de muestra con 470 pl de amortiguador TE.
Esta dilucién se justifica por la baja cantidad de muestra y por

73



la disponibilidad de un espectrofotémetro que emplea voldmenes
mayores a 0.5 ml (Beckman DU-50 Spectrophotometer).

2. Determinar 1la absorbancia de esta dilucién a dos
longitudes de onda: 260 y 280 nm. A 260 nm absorben los
componentes aromiticos de los nucleftidos y por lo tanto, a ésta
longitud de onda se determinan dcidos nucleicos. El hecho de gue
los tres amino&cidos aromdticos absorban luz UV de longitud de
onda de 280 nm, permite detectar la presencia de proteinas
(Ausubel y cols, 1990).

3. Obtener la concentracién de ADN presente en la muestra,
tomando en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale
aproximadamente a 50 pg de ADN bicatenario/ml:

[ADN]= Aygq * 50 pg/ml * FD * (1 ml / 1 x 103 pl)

Donde [ADN] sohn los microgramos de ADN presentes por
microlitro, A,g, es la absorbancia registrada a 260 nm y FD es el
factor de dilucién.

4, Determinar la cantidad extrafda de ADN seglin el siguiente
algoritmo:
m= ([ADN) * V£) / 1 ul

donde Vf es el volumen de disolucién (30 pl).

b) ADN extraido de leucocitos circulantes.

El procedimiento es el mismo que en a), s6lo gue la dilucién
es 1:100 (10 pl de muestra + 990 ul de amortiguador TE) y el

volumen de amortiguador TE (VE), es diferente.

3.6 Amplificacién de secuencias centroméricas de los
cromosomas sexuales por reaccién en cadena de la polimerasa.

Usar microtubos de polipropileno de 0.5 ml de capacidad. Todo

el material usado debe ser nuevo y estéril.
Tomar las precauciones pertinentes cuando el experimento lo
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realice un varén (debido a la amplificaciébn de secuencias sexo-
especificas): trabajar siempre tras un acrilico limpio, usar doble
guante, bata abotonada y cubrehocas.

1. Exponer las micropipetas a luz ultravioleta (304 nm) por
.30 minutos para inactivar ADN caontaminante.

2. Racer los célculos de las cantidades de los reactivos que
se usan de acuerdo a la siguiente distribuecién:

Reactivo Volumen Concentracién
[§30] final (pM)

Amortiguador de PCR 10X: Tris-HCl

100.0 mM pH 8.3, KCl1 500.90 mM, Mgclz

15.0 mM, gelatina 0.01% p/v (*) 10.0 X

MgCl, 50 mM 1.0 2.8
GATP (1.0 mM) (%) 1.0 200
GCTP (10 mM) () 1.0 200
dGTP {10 nM) (*} 1.0 200
dTTP {10 mM) (*) 1.0 200
oligonucledtido 1 (50 pM) (**) 0.5 0.5
oligonucleStido 2 (50 uM) (*+) 0.5 0.5
Perfect match polymerase enhancer (PMPE) (4%*) 0.5 -

ADN

H20 cbp 50.0 pl

Paerkin-Elmer Cetus (%), Bio-Synthesis (%*} y Stratagene (**#*).

Para amplificar secuencias centroméricas del cromosoma X,
usar el par de oligonucleStidos X1 y ¥2; para secuencias
centroméricas Y-especificas emplear los oligonucledtides Y1 y Y2
(Witt y ®rickson, 1989; Witt y Erickson, 1991):

X1: 5/-AATCATCAAATGGAGATTITG=-3f
X2: 5'~GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA-3/
¥1: S¢-ATGATAGAAACGGAAATATG-3'
¥2: 5/~-AGTAGAATGCAAAGGGCTCC-3'
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()¢ — Emplear 5 pl de muestra para amplificar ADN. extraido
de génadas incluidas en parafina.

(}:- Usar un microgramo de muestra, para amplificar ADN
extraido de leucecitos circulantes (calculado en base a la
concentracién obtenida de la lectura a 260 nm).

3, Preparar una mezcla de preamplificacién con los reactivos,
excepto el ADN y el agua: adicionar secuencialmente el
amortiguador de PCR 10X, dATP, dcTP, dGTP, dTTP, los
oligonucledtidos y finalmente el PMPE. Agitar muy bien. Los
reactivos se mantienen en hielo durante esta operacién.

En la preparacién de la mezcla de preamplificacién, tomar en
cuenta el nGmero de reacciones de amplificacién (n) y hacer mezcla
de preamplificacién para n+l tubos, con el objeto de tener un tubo
como control negativo de la amplificacioén.

4, Emplear el par de oligonucledtides controles #1 y #2 (2.5
ul de cada uno) para amplificar una secuencia de 500 pb del genoma
del bacteriéfago lambda (5 ng). De manera simulténea a las
muestras, procesar este tubo que sirve como contrel de los
reactivos de amplificacién.

control #1: 5'~GATGAGTTCGTGTCCGTACAACTGG~3’ (Perkin Elmer-cCetus)
control #2: 5/-GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGCC-3¢ (Perkin Elmer-Cetus)

5. Adiclonar el volumen calculado de agua a cada tubo de
reaccién.

6. Agregar el volumen de muestra a cada tubo y agitar en un
vértex a baja velocidad.

7. centrifugar a 16400 g por 30 segundos para sedimentar el
volumen.

8, Adicionar el wvolumen calculado de la mezcla de
preamplificacién a cada tubo (n+l/n microlitros). Agitar en
vértex.

9. Repetir el paso 7.

10, Depositar 2 gotas de aceite mineral ultrapuro en cada
tubo para prevenir la evaporaci6én del agua durante el proceso de
amplificacién.
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11. Acomodar los tubos en el termociclador (Techne PHC-1)
situado detrds de un acrilico para minimizar en lo posible la
contaminacién al abrir 1los tubos en el paso 12). Activar el
programa desnaturalizante: 95°C / 9.9 minutos; 72°C / 7 minutos.

12. Adicionar 2.5 Unidades de AmpliTag polimerasa (Perkin-
Elmer Cetus) a través de la capa de aceite mineral, durante el
lapso de 7 minutos a 72°C, En este paso deben de tomarse en cuenta
las siguientes precauciones: manejar la enzima siempre en hielo y
trabajar detréds del acrilico.

13. Utilizar el siguiente programa para amplificar secuencias
centroméricas de ambos cromosomas sexuales (X y Y): 40 ciclos
(95°C / 1 minuto; 48°C / 2 minutos; 72°C / 3 minutos) y un paso de
extensién de 9.9 minutos a 72°C.

3.7 Anélisis de los productos amplificados medjante
electroforesis en gel de agargsa.

1. Sellar ambos extremos de un portagel con cinta adhesiva.

2. Colocar el peine sobre el portagel como molde para los
pozos.

3. Colocar el portagel sobre una superficie horizontal
nivelada.

4. Pesar la cantidad de agarosa necesaria para preparar 50 ml
de gel al 1.5%.

5. Depositar el polvo en un matraz erlenmeyer de 250 ml,
adicionar 40 ml de agua destilada y agitar.

6. Calentar en horno de microondas para disolver la agarosa
tomando precaucién de restituir el volumen evaporadc de agua.

7. Adicionar 10 ml de amortiguador Tris-boratos-EDTA (TBE
5X) una vez gue la agarosa se encuentra soluble. Agitar y dejar
enfriar.

8. Afiadir 5 pl de una solucién de bromuro de etidio (10
mg/ml) y agitar.

9. Vaciar esta solucién al portagel sellado, cuidando de no
dejar burbujas, principalmente en el 4rea del peine. Esperar a la
formacién del gel.
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10. Retirar el peine con precaucién para no romper los pozZos.

11. Diluir 1:5 una solucién de TBE 5X para tener el
amortiguador de corrida (TBE 1X).

12. Depositar el portagel con el gel dentro de la camara de
electroforesis y adicionar suficiente TBE 1X hasta cubrir el gel.

13. Distribuir varias alicuotas de 3 ul de amortiguader de
carga para electroforesis en una tira de Parafilm. .

14. Tomar alicuotas de 15 ul de los productos amplificados
por PCR y mezclar con 3 ul de amortiguador de carga para
electroforesis. Incluir un marcador de peso molecular en el rango
del producto esperado.

15. Transferir cuidadosamente los 18 ul de la mezcla a un
pozo del gel de agarosa. Si se tienen varias muestras, hacer este
paso répidamente para prevenir la difusién de los productos en el
gel,

16. Cerrar la cémara de electroforesis y aplicar un voltaje
de 60 V durante 2 horas.

17. Terminada la corrida, analizar el gel sobre un
transiluminador de luz ultravioleta de longitud de onda ~ 300 nm.

,18. 81 se va a fbtografiar el gel, usar un filtro rojo.
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SALR DE LA BiBLIGTECH

4. Resultades

Se probaron 3 métedos (A, B Yy C) para extraer ADN a partir de
bloques de gbnadas normales incluidas en parafina. Se utilizaron 3
blogques de testiculo en cada técnica y el ADN obtenido fue usado
en reacciones de PCR con los oligonuclebtidos X1 y X2. Ademis se
probbé el efecto de las cantidades iniciales de ADN molde en cada
tubo de PCR. Los volGmenes de muestra ensayados fueron de 5 y 10
pl para el método A; 5, 10, 15, 20, 25 y 30 pl con el método B y
finalmente 5, 10, 15 ¥ 20 pl en el método C.

El empleo del método A (con 10 pl de muestra) permitié
amplificar muy débilmente la secuencia esperada del cromosoma X
(130 pb) Jjunto con varios productos inespecificcs presentes en
altas concentraciones.

La técnica directa (B) no funciond ya que no se encontrd el
fragmento especifico (130 pb) ni bandas adicionales en ninguno de
los casos.

El procedimiento experimental a base de 1la metodologia C
{empleando 5 y 10 pul) condujo a la formacién del producto
especifico (130 pb) ¥ a una gran cantidad de bandas intensas de
tamafios variables.

Estos hallazgos dieron la pauta para efectuar modificaciones
a las técnicas A y C para establecer una metodologfa nueva (D). lLa
utilidad de cada paso fue evaluada por la amplificacién del
productoc de 130 pb y por 1la presencia o ausencia de bandas
inespecificas. Cada paso metodolégico fue probado en cuatro
nuestras de ADN obtenidas de 4 bloques de testiculo.

El primer paso de la técnica D se tomd del paso inicial del
método A. Para el proceso de desparafinizacién se realizaron
varias pruebas con xileno quimicamente puro y ultrapuro. Ademis se
ensaybd el volumen ideal del =xileno empleado y el tiempo de
desparafinizacién, Los mejores resultados se obtuvieron con dos
pasos de desparafinizacién (empleando 1 ml y 0.5 nl de xilenco
ultrapuro respectivamente) durante 5 minutos, alternados con dos
pasos de centrifugacién (16400 ¢/10 minutos) y eliminacién del
disolvente.
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Se establecisé que la mejor medida para eliminar el xileno
residual en las muestras es el uso de etanol de acuerdo al esquema
técnico utilizado para la desparafinizacién (pasos 5 y 6 del
método D). Adem&s se determinaron las condiciones &ptimas de la
evaporacién del etanol remanente en la muestra (bafio marfa a 80°C
durante 5-7 minutos).

En el paso de digestién de proteinas con proteinasa K se
probaron varias soluciones amortiguadoras, concentracién de enzima
y de S5SDS, tiempo y temperatura de incubacién, y finalmente el
efecto de la adicisén de nis enzima después de un periodo de
incubacién. Ademss, para cada solucién amortiquadora, se probs el
efecto de varios volfimenes de la misma. los resultados finales de
estas pruebas son los pasos 8, 9 y 10 de la técnica D. Una vez
terminada 1la dige-stién, se estableci6 un paso de inactivacién
enzimdtica a 970C durante 10 minutos.

Se efectuaron varias extracciones con fenol, cloroformo Y
alcohol isoamflico, variando en cada ocasién los disolventes
empleados en cada paso, asi como sus proporciones relativas,
tiempo de extraccién y las condiciones de centrifugacién. Asi, se
establecieron los pasos 12, 13 y 14 de la metodologia D.

También se probé el efecto de la fuerza 1i6nica en la
precipitacién del ADN. Se emplearon diferentes volGmenes de dos
soluciones diferentes: NaCl 5 M y acetato de sodio 3 M, junto con
tubos no tratados. Los resultados indicaron la utilidad de 25 pl
de acetato de sodio 3 M antes de la adicién del alcohol.

Para el paso de precipitacién, se probd el efecto de los
alcoholes usados en las técnicas A y C. Sin embargo, el 2-propanol
results mas efectivo en este paso, La sedimentacién del ADN se
consiguié con é&xito con una centrifugacién prolongada (30 minutos)
a 16400 g. La evaporacién del alcohol resulté 6ptima bajo las
siguientes condiciones: bafio maria a 85°C durante 5 minutos.

Se determiné el volumen de amortiguador Tris-EDTA a razén de
10 sl de solucién por cada corte procesade de 10 um. Finalmente,
se obtuvieron buenos resultados con el empleo de 5 gl de muestra
de ADN por cada reaccién de amplificacién de 50 pl (Piguras 4.1 a
4.6).
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Para la reaccién en cadena de la polimerasa, se estableci6s la
varlante "Hot-Start PCR". Los primeros resultados de 1la
amplificacién de secuencias centroméricas del cromosoma X con los
oligonucltesStidos X1 y X2 demostraron la presencia de dos bandas:
la especifica de 130 pb y una inespecifica de ~ 310 pb El empleo
del aditivo PMPE (Perfect match polymerase enhancer) permitié
amplificar Gnicamente el producto especifico de 130 pb (Figura
4.1, 4.2 ¥y 4.3),

En la Tabla 4.1 se presentan las caracteristicas clinicas,
citogenéticas e histolégicas de 5 pacientes con anomalias de la
diferenciacién sexual. Dos de los pacientes corresponden a
aisgenesias gonadales mixtas con sexo fenotipice masculine y con
presencia de cromosomas Y anormales (DG-1 y DG-3). La paciente DP-
2 es una disgenesia gonadal pura 46,XY con reversibn sexual
completa. También se presentan los datos de dos casos de
hermafroditismo verdadero 46,XX con diferentes sexos fenotipicos
(HV~-8 masculino y HV-12 femenino). Se incluye ademds el afio de
extirpacién de las génadas. En todos los casos, las gdnadas
disponibles para el anilisis se encuentran subrayadas.

1os resultados del andlisis cualitativo y cuantitativo del
ADN extrafdo de 10 blogues de ovario normal y 10 bloques de
testiculo normal utilizando el método D, se muestran en las Tablas
4.2 y 4.3, respectivamente. Estas tablas incluyen los datos de las
lecturas espectrofotométricas de una dilucién 1:16.6 a longitudes
de onda de 260 y 280 nm, la relacién Ayg0/Baggr 12 concentracién
del ADN (en pg/sl) y la cantidad de ADN extraida por cada 30 um de
tejido. Adem&s se incluye en cada tabla la relacién AZSOIAZBO
promedio y la cantidad promedio de ADN extraido,

El andlisis espectrofotométrico en las muestras de ADN
extraidas de sangre de 5 mujeres normales Yy 5 varones normales se
presentan en las Tablas 4.4 y 4.5, respectivamente. Estas muestras
se usaron como controles masculinos y femeninos en amplificaciones
de ADN por PCR.

En el caso del ADN extraido de gdnadas de los pacientes con
anormalidades de 1la diferenciacién sexual, no se realizd el
anilisis espectrofotométrico por insuficiencia de muestra.
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La Tabla 4.6 muestra el an&lisis cualitativo y cuantitativo
del ADN extrajdo de muestras de sangre de 5 pacientes con
anomalfas de 1a diferenciacién sexual: dos paclentes con
disgenesia gonadal mixta (DG~1 y DG-3)}, un caso de disgenesia
gonadal pura 46,XY (DP~2) y 2 pacientes con hermafroditismo
verdadero 46,XX (HV-8 y HV-12}.

Usando PCR con los cligonuclebdtidos X1 y X2, se amplificsd con

éxito el producto especifico de 130 pb a partir del ADN extraido
de cuatro muestras de testiculos humanos normales incluidos en
parafina (¥igura 4.1). Esta figura también muestra 1la
amplificacién de esta secuencia en ADN extraido de cuatro ovarios
humanos normales inclufdos ep parafina y en ADN extrafdo de
leucocitos de controles normales (femenino y masculino).
La Plgura 4.2 presenta 1la amplificacibn de  secuencias
centroméricas del cromosoma X a partir de ADN obtenido de ovario Yy
testiculo normales incluidos en parafina, muestras de varios
tejidos de dos disgenesias gonadales mixtas (DG-1 y DG-3), Yy en
leucocitos y estria gonadal de un caso de disgenesia gonadal pura,
46,%XY (DP~2). En todos los carriles se nuestra una banda de 130
b,

En la Fiqura 4.3 se presenta la amplificacisn de la secuencia
de 130 pb delimitada por los oligonuclebtidos X1 y X2 partiendo de
ADN extraido de sangre de controles normales (masculino y
femenino) y de muestras de ovario, testiculo y sangre de dos casos
de hermafroditismo verdaderoc 46,XX (HV~8 y HV-12). El producto de
130 pb se observa an todos los casos.

Después de establecer las precauciones indicadas en 1la
metodologia de PCR y empleando el par de oligonucleétidos Y1 y Y2,
se logré amplificar un fragmento centromérice del cromosoma Y en
los cuatro carriles correspondientes al ADN extrafdo de testiculos
normales y en el carril del control masculino. El producto de 170
pb no se encontré en los carriles con ADN extraido de ovarios
normales ni en el control femenino (Fiqura 4.4).

La amplificacién de secuencias repetidas del centrémerc del
cromesoma Y en controles y en paclentes con disgenesia gonadal
mixta y pura 46,XY se muestran en la FPigura ¢.5. La banda de 170
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pb s6lo se observéd en los carriles correspondientes al ADN
extraido del control masculino (testiculo), en los dos casos de
disgenesia gonadal mixta y en el caso de disgenesia gonadal pura
46,XY.

La Figura 4.6 presenta la amplificacién de secuencias
centroméricas Y-especificas usando el par de oligonucleftidos Yi y
¥2 a partir de ADN extraido de controles y de dos casos de
hermafroditismo verdadero 46,XX. El producto de 170 pb se encontré
en los controles masculinos (sangre y testiculo). Esta banda no
estuvo presente en los carriles correspondientes a los tejidos
analizados de los dos casos de HV 46,XX.
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Tabla 4.1 Caracteristicas clinicas, citogenéticas e histoldégicas

de 5 pacientes con anomalias de la diferenciacidn sexual.

Caso Diagnéstico Cariotipo Gonada  Gonada Fecha
izquierda derecha biopsia
DG-1 DGM 45,X/746,Xdic(Y) estria testiculo 18985
DG-3 DGM 45 X746, Xidic(Y) estria testiculo 1988
DP-2 DGP 46,XY 46,XY estria estria 1993
HV-8 HV 46,XX 46,XX ovario testiculg 1992
HV-12 HV 46,XX 46,XX ovario testiculo 1989

Abreviaturas: DGM= Disgenegia gonadal mixta

DGP 46,XY~= Disgenesia gonadal pura 46, XY -

MV 46, XX= Hermafroditismo verdaderc 48,XX

Realizado en el Servicio de Gengtica, Hospital General de México, SSa.
* [as gonadas disponibles para este estudio se encuentran subrayadas.
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Tabla 4.2 AnAlisis cualitativo v suantitativo de! ADE extraido de 10
blogues de ovarios humanos normales.

Ovarior A260 A280 Azeos2so0 [ADN] ug/pt  ADN total (ug)
1 0.278 0.203 1.37 0.23 6.96
2 0.292 0.215 1.36 0.24 7.29
3 0.310 0.231 1.34 0.26 7.74
4 0.371 0.281 1.28 Q.31 8.27
§ 0.328 0.247 1.33 0.27 8.19
6 0.297 0.218 1.36 0.25 7.41
7 0.245 0.176 1.38 0.20 6.12
8 0.451 0.377 1.20 0.38 11.28
9 0.302 0.228 1.32 0.25 7.56
10 0.357 0.275 1.30 0.30 8.91
+ 3 cortes de 10 ym por ovario
A 260~ Absorbancia a 260 nm. X =132 X - 8.07 7744

A 280 « Absorbancia a 280 nm.




Tabla 4.3 Amnalisis cualitativo ¥ cuantitativo del ADN extraido de 10 bloques

de testicules humanos normales.

Testiculor A260 A280 Azeo/2so0 [ADN] pg/pul ADN total (ug)

1 0.402 0.348 1.16 0.34 10.05
2 0.529 0.500 1.06 0.47 14.22
3 0.424 0.353 1.20 0.35 10.59
4 0.455 0.407 1.12 0.38 11.37
5 0.491 0.454 1.08 0.44 13.20
6 0.401 0.335 1.20 0.33 10.62
7 0.439 0.376 1.17 0.37 10.98

.8 0.469 0.402 1.17 0.39 11.73
9 0.369 0.303 1.22 0.35 10.59
10 0.397 0.325 1.22 0.33 9.93

« 3 cortes de 10 um por testiculo _ - -

X =116 X = 11.27 pg

A 260= Absorbancia a 260 nm.

A 260 = Absorbancia a 280 nm.
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Tabla 4.4 Analisis cualitativo y cuantitativo del ARQN extraido de leucocitos

de 5 mujeres normales.

Muestra  A260 A280 Azsoszso [ADNI pg/ul  ADN total (ug)

CF-1 0.205 0.126 1.63 1.02 ﬁ 307.5

CF-2 0.230 0.128 1.80 1.15 345.0

CF-3 0.214 0.113 1.89 1.07 160.5

CF-4 0.105 0.055 1.91 0.52 167.6

GCF-5 0.360 0.205 1.76 1.80 540.0
Dilucion 1:100 A-

A 260 = Absorbancia a 260 nm. X =180 X = 302149

A 280 = Absorbancia a 280 nm.




Tabla 4.5 Analisis cualitativo y cuantitativo del ADN extraido de leucocitos

de 5 varones normales.

Muestra A260 Azso Azsoszso IADN] pg/ul  ADN total (ug)

CM-1 0.050 0.027 1.85 0.25 200.0
CM-2 0.287 0.156 1.84 1.44 574.0
CM-3 0.209 0.121 1.73 1.05 366.8
CM-4 0.146 0.077 1.90 0.73 292.0
CM-5 0.146 0.077 1.90 0.78 2920
Dilucidn 1:100 % » 1.80 % . \’;;;6 U;‘

A 260 = Absorbancia a 260 nm.
A 280~ Absorbancia a 280 nm.
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Tabla 4.6 Ané&lisis cualitativo v cuantitativo del ADN extiraido de leucocitos
de 5 pacientes con anomalias de la diferenciacion sexual,

Muestra A260 A2s80 A2sos2s0 [ADN] pg/put ADN total (ug)
DG-1 0.430 0.307 1.40 2.15 645.0
DG-3 0.292 0.176 1.66 1.46 584.0
pP-1 0.106 0.058 1.83 0.53 159.0
HV-8 0.212 0.119 1.78 1.06 315.0
HV-12  0.107 0.048 2.23 0.54 214.0

Abreviaturas:

DG » Disgenesia gonadal mixta

DP = Disgenesia gonadal pura 486,XY
HY » Hermafrodita verdadere 46,04
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Figura 4.1 Andlisis de los productos amplificados
mediante PCR utilizando los oligonucleédtidos X1y X2
en gel de agarosa 1.5% teflido con bromuro de etidio.
Carriles 1: escalera de 123 ph; 2,3,4,5: testiculo
normal; 6,7,8,9: ovario normal; 10: Control Femenino
(sangre); 11: Control Masculino (sangre). Todos los
carriles muestran una banda de 130 pb correspondiente
a secuencias centroméricas del cromosoma Y {«).
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Figura 4.2 Andlisis de los productos amplificados
mediante PCR utilizando los oligonucledtidos X1 y X2
en gel de agarosa 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
Carriles 1: escalera de 123 pb; 2: ovario normal; 3:
testiculo normal ; 4: DG-1 (sangre); 5: DG-1 (estrla); 6:
DG-1 (testiculo); 7: DG-3 {sangre}; 8: DG-3 (testiculo);
9: DP-2 (sangre); 10: DP-2 (estrfa); 11: control
femenino {sangre}; 12: contro! masculino {sangre). Los
carriles 2-12 muestran una banda de 130 pb
correspondiente a secuencias centroméricas del
cromosoma X («}.
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Figura 4.3 Andlisis de los productos amplificados
mediante PCR utilizando los otigonucledtidos X1 y X2
en gel de agarosa 1.5% tefiido con kromuro de etidio.
Carriles 1: escalera de 123 ph; 2: control femenino
{sangre); 3: control masculino {sangre}; 4: HV-8
{sangre); 5: HV-8 (ovario); 6: HV-8 (testiculo}; 7: HV-
12 (sangre); 8: HV-12 {ovario); 9: HV-12 (test(culo).
Todos los carriles excepto el 1, muestran una handa
de 130pb correspondiante a secuencias centroméricas
del cromosoma X {«).
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Figura 4.4 Anilisis de los productos amplificados
mediante PCR utilizando los oligonuclestidos Y1 y Y2
en gel de agarosa 1.5% teiiido con bromuro de etidio.
Carriles 1 y 13: escalera de 123 pb; 2,3.4,5: testiculo
normal; 6: bacteriéfago "lambda”; 7,8.9,10: ovario
normal; 11: control femenino {sangre); 12: control
masculino (sangre). Los carriles 2,3.4,5,y 12 muestran
una banda de 170 pb correspondiente a secuencias
centroméricas del cromosoma Y («).

93




-—NC")Q‘U)OI\CDOHQ

Figura 4.5 Andlisis de los productos amplificados
mediante PCR utilizando los oligonucle6tidos Y1 y Y2
en gel de agarosa 1.5% teftido con bromuro de etidio.
Carriles 1: escalera de 100 pb; 2: testiculo normal; 3:
ovario normal; 4: DG-1 {sangre); 5: DG-1 (estrla); 6:
DG-1 {testiculo}; 7: DG-3 (sangre); 8: DG-3 (testiculo);
9: DP-2 (sangre}; 10: DP-2 (estria). Los carriles
2,4,5,6,7,8,9 y 10 muestran una banda de 170 pb
comrespondiente a secuencias centroméricas del
cromosoma Y (<),
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Figura 4.6 Andlisis de los productos amplificados mediante PCR
utilizando {os oligonucledtidos Y1 y Y2 en gel de agarosa 1.5%
tefiido con bromuro de etidio.

Carriles 1: escalera de 100 pb; 2: control masculino {sangre}; 3:
control femenino (sangre}; 4: testiculo normal; 5: HV-B {sangre);
6: HV-8 (ovario); 7: HV-8 {testiculo}; 8: HV-12 {sangre); 9: HV-12
(ovario}; 10; HV-12 {testiculo). Los carriles 2 y 4 muestran una
banda de 170 pb correspondiente a secuencias centroméricas del
cromosoma Y («).
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S. Discusién

La diferenciacién sexual es un proceso complejo determinado a
varios niveles (cromos6mico, gonadal y fenotipice) y probablemente
resultado de la jinteracci6én de muchos factores (Bergadd y cols,
1994).

La diferenciaci6n cromosémica esti determinada por 1la
constitucién cromosémica, particularmente por los cromosomas
sexuales. En el varén, el cariotipo corresponde a 46,XY y en la
mujer 46,XX. En el cromosoma Y se localiza el gen TDF, que dispara
los eventos iniciales de 1la cascada de la diferenciacién
testicular. La evidencia experimental actual permite establecer
que el gen SRY corresponde a TDF (Berta y cols., 1990; Jéger y
cols., 1590; Sinclair y cols., 1990; Koopman y cols., 1991). En
ausencia del cromosoma Y, la génada indiferenciada se convierte en
un ovario. La diferenciacién gonadal corresponde a la estructura
histolégica de las génadas (testiculo u ovario) de los individuos.
'Finalmente, la diferenciacién fenotipica es la suma de las
caracteristicas sexuales secundarias y la apariencia de 1los
genitales internos y externos (Bergad& y cols., 1994}).

El proceso de la diferenciacién sexual puede tener
anormalidades que se expresan clinicamente en sindromes como la
disgenesia gonadal mixta, la disgenesia gonadal pura 46,XY y el
hermafroditismo verdadero 46,XX (Kofman~Alfaro y cols., 1984).

Las gbénadas en cada uno de estos padecimientos son
diferentes: en la DGM generalmente se encuentra una estria fibrosa
y un testiculo contralateral (Robboy y cols., 1982); en la DGP
46,XY se presentan estrias fibrosas bilaterales (Swyer, 1953) y en
el HV 46,XX existe tejido ovérico y testicular en gbnadas
separadas o formando ovotestes (Van Niekerk y Retief, 1981;
Kofman-Alfaro y cols., 1992}).

La reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) permite realizar
estudios retrospectives a nivel molecular en diferentes tejidos
enbebidos en parafina (Goelz y cols., 1985; Impraim y cols., 1987;
Greer y cols., 1991}, incluyendo gbnadas (Braun y cols., 1993).

El andlisis molecular de las gbénadas de pacientes con
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anomalias de la diferenciacién sexual permite entender el
desarrollo gonadal patolégico. Recientemente, se describié un caso
de HV 46,XY con ovotestes bilaterales y sexo de asignacién
femenino. El1 analisis por PCR del gen SRY en el ADN extraido de
sangre del paciente y de su padre, reveld que en ambos la
secuencia génica era normal. Sin embargo, el estudio realizado en
el ADN del tejido gonadal del paciente, permiti6 identificar dos
mutaciones puntuales: una silenciosa y la otra, una sustitucién de
leucina por histidina en la posicién 44 del dominio HMG de SRY.
Esta Gltima mutacién fue considerada como el factor etioclégico del
padecimiento y se asumié que se originé de novo en una etapa
poscig6tica (Braun y cols., 15993).

Para el caso de la DGP 46,XY se han reportado mutaciones en
el gen SRY en alqunos pacientes (Tabla 1.1). Ademds se ha sugerido
que la morfologfa histolégica de la génada puede orientar sobre la
presencia o ausencia de mutaciones en SRY (Vilain y cols., 1993).
En la biblicgrafia consultada, no se encontraron estudios
moleculares en la DGM.

Los centrémeros de lecs crormosomas de mamiferos contienen
diversas clases de secuencias repetidas, que en su conjunto
abarcan varias wmegabases de longitud (Tyler-Smith y Willard,
1993) . Estas secuencias se dencminan ADN satélite (Caéper y cols.,
1992) . Se han encontrada varias clases de ADN satélite, definidas
por las unidades b&sicas de repeticién: 5, 42, 48, 63 y 170 pares
de bases. El ADN alfoide, cuya unidad monomérica es de 170 pb, se
encuentra en las regiones pericentroméricas de todos los
cromosonmas humanos (Cooper y cols., 1992). El ADN alfoide es el
principal grupo de secuencias repetidas en "tandem" especifico de
primates, y a pesar de similitudes en secuencia, ésta es la finica
familia de ADN repetitivo que nuestra especificidad cromosémica
significativa. Este grupo de secuencias comprenden del 3 al 5% del
ADN en cada cromosoma (Tyler-Smith y Willard, 1593). En
experimentos de dosis génica se ha demostrado que existen unas 100
copias de ADN alfoide Y=-especifico, wmientras gque la secuencia
equivalente en el cromosoma X se  encuentra repetida
aproximadamente 5000 veces (Witt y Erickson, 1989).
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El par de oligonucleStidos X1 y X2 delimita un fragmento de
130 pb de ADN saté&lite alfa especifico del cromosema X, mientras
‘que el par Yly Y2 flanquea al mondmero alfoide de 170 pb del
cromosoma Y (ﬁitt y Erickson, 1989).

En el presente trabaje se estandarizaron las condiciones
experimentales para extraer exitosamente ADN de génadas incluidas
en parafina, algunas de ellas normales (empleadas como controles)
y otras correspondientes a 5 pacientes con diversas anomalfas de
la diferenciacién sexual.

La técnica estandarizada (D) comparte algunos pasos con las
otras metodologias probadas. Entre estos se encuentran la
desparafinizacién, eliminacién del xileno, digestién proteolitica,
extracciones con fenol-cloroformo y precipitacién del ADN (Kallio
y cols., 1991; Braun y cols., 1993). Las diferencias entre estos
pasos comunes son los volGmenes, tiempos y temperaturas de
incubacién y proporciones relativas de disolventes empleados.

Se considera gque una unidad de absorbancia a 260 nm de una
muestra de ADN de doble cadena corresponde a 50 pug/ml (Sambrook y
cols,, 1989).

La cantidad promedio de ADN obtenido de 30 micrémetros de
ovario normal inclufdo en parafina fue de 8.07 pg, mientras que en
el caso de 30 um de testiculo fue de 11.27 ug (Tablas 4.2 Yy 4.3).
Comparativamente, las &reas de corte de los bloques de ovario y
testiculo son diferentes, debido al mayor tamafio de este fltimo.
Esta diferencia morfolégica explicarfa 1los rendimientos de ADN
obtenidos en ambos tejidos. Tomando en cuenta el tamafic de 1la
muestra (30 micrémetros), puede asumirse que el rendimiento es
bajo pero suficiente para utilizarse en PCR. No fue posible
comparar estos rendimientos ya que en la literatura consultada no
se informa la cantidad de ADN extraida de tejido incluido en
parafina.

El criterio de pureza de una preparacién de 4cidos nucleicos
es la relacién Aygq/RA,g,¢ un valor superior a 1.7 indica ADN o ARN
altamente purificado (Ausubel y cols., 1990).

En el ADN extraido de blogues de ovario incluido en parafina
el cociente A,gq/Ragg promedio fue de 1.32, en cambio esta
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relacién fue de 1.16 en el caso de los blogques de testiculo
(Tablas 4.2 y 4.3). Estos valores podrian parecer bajos e indicar
contaminacién proteica en las muestras. Sin embargo, estas
relaciones son resultado del tamafio de la muestra y por ende, de
la cantidad de ADN obtenida. Ademd&s la dificultad técnica para
realizar extracciones con fenol-cloroformo-alcohol isocamilico en
volinenes tan pequefios disminuye la eficiencia de la eliminacién
de restos proteicos. Por otre 1lado, un mayor nGmero de
extracciones resulta en una pérdida considerable del ADN. A pesar
de la contaminacién proteica de la muestra, el ADN dirige con
eficiencia la amplificacién de secuencias repetidas de los
cromosomas sexuales. Esto es debido a que 1la metodologfa de PCR
puede efectuarse a partir de ADN de alta pureza o contaminado con
otras macromoléculas (Arredondo-Peter, 1993). En la literatura no
se ha descrito un estudio de pureza en ADN de tejidos incluidos en
parafina.

Aunque el ADN de tejido incluido en parafina no se extrae
intacto, puede emplearse para procedimientos como la hibridacién
ADN-ADN tipo Southern (Goelz y cols., 1985), hibridacién tipo "dot
blot" (Dubeau y cols., 1986) y anilisis molecular por PCR (Impraim
y cols., 1987; shibata y cols., 1988a; Shibata y cols., 1988b;
Greer y cols., 1991; Kallio y cols., 1991; Braun y cols., 1993},
La degradacién del ADN puede ser debida principalmente a 2 causas:
la accién de las nucleasas entre el intervalo transcurrido desde
la remocién del tejido hasta su fijacién en formalina o al tiempo
de almacenamiento del blogue incluido en parafina (Goelz y cols.,
1985).

Los rendimientos y las relaciones Asgo/a290 de las muestras
de ADN obtenidas de 20 ml de sangre, tanto de contrcles como de
pacientes, estuvieron dentro de los valores esperados (Tablas 4.4,
4.5 Yy 4.6} (Sambrook y cols., 1989; Escobar y Zanmora, 1992).

En la amplificacién enzimdtica del ADN extraido de gbnadas
normales incluidas en parafina utilizando los oligonucleétidos X1
y X2, se observé una banda inespecifica de ~ 310 pb ademds de la
banda especifica de 130 pb.

En un estudio anterior en el que se utilizé este par de
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oligonuclebtidos también se encontré una banda inespecifica con un
tamafio aproximado de 300 pb (Witt y Erickson, 1989). Debido a la
homologia del ADN alfoide (Tyler-Smith y Willard, 1993),
posiblemente en ambos estudios la banda de ~ 310 pb es producto de
la amplificacién inespecifica de los oligonuclestidos X1 y X2 con
secuencias centroméricas de otros cromosomas.

El empleo del reactivo "Perfect match polymerase enhancer"
(PMPE) permitié 1a eliminacién significativa de 1la banda
inespecifica, adem&s de elevar el rendimiento del producto
egspaecifico deseado, El fabricante no establece la naturaleza de
este aditivo, pero refiere que es capaz de desestabiliizar los
complejos ADN-oligonucleStido apareados incorrectamente,
aumentando la especificidad de la amplificacién.

Uno de los mayores problemas en la técnica de PCR es la
contaminacién exdgena (B&lak y Ballagi-Pordiny, 1993). En el
presente trabajo se tomaron una serie de medidas precautorias
considerando que se amplificaron secuencias sexo-especificas. Los
resultados obtenidos en los controles demuestran la eficiencia de
estas medidas (riguras 4,1 y 4.4).

cabe seflalar que el hecho de encontrar la banda de 170 pb con
los oligonucle&tidos Y1 y ¥2 en lineas celulares con cromosomas
marcadores, indica invariablemente 1la presencia de cromosoma Y
(Witt y cols., 1993).

En el paciente DG-1 se identificd la presencia de cromosoma Y
en la estria fibrosa y en el testiculo, mientras que en e} case
DG-3 s6lo se determindé su presencia en el testiculo (Figura 4.5).
El cariotipo efectuado en «cultive de linfocitos permitid
establecer la presencia de cromosomas Y anormales (dicéndrico en
DG-1 e isodicéntrico en DG=-3). Sin embargo, en ambos casos no se
determiné citogenéticamente la proporcién de células 45,X y 46,XY
en las génadas de cada paciente.

Se ha propuesto que el desarrollo gonadal asimétrico en 1la
disgenesia gonadal mixta podria ser consecuencia directa de la
proporcién de células 45,X y 46,XY presentes en la génada
indiferenciada: asi, se desarrolla testiculo en la cresta genital
poblada preferentemente por células 46,XY, mientras que la estria

100



tibrosa puede ser resultado del predominio de cé&lulas 45,X en el
primordio gonadal (Bergadd y cols., 1994). En un estudio
posterior, seria importante analizar la existencia del gen SRY en
las génadas de ambos pacientes. La presencia de este gen en la
génada con predominio de células 46,XY podria explicar el
desarrollo del testiculo mediante la cascada de diferenciacién
testicular normal. En ausencia de SRY el tejido testicular se
explicaria por mutaciones en Ioci autosSmicos o 1ligados al
cromosoma X gque permiten la diferenciacién testicular en ausencia
de TDF.

La paciente DP-2 con disgenesia gonadal pura 46,XY tiene
cromosoma Y segn el andlisis citogenético (Tabla 4.1). Por PCR se
demostrd gque el genoma de la paciente presenta secuencias
centroméricas del cromosoma Y atn en la estria fibrosa (Figura
4.5). E1 80% de las mujeres XY con DGP presentan el gen SRY normal
(Hawkins, 1993). En estos casos, se ha sugerido que la reversidn
sexual es debida a mutaciones en genes localizados en cromosomas
diferentes al Y, que invalidan la funcién de TDF (McElreavey y
cols., 1993bh). El porcentaje restante de pacientes con DGP 46,XY
han sido atribufidas a mutaciones en SRY (Tabla 1.1). En el caso de
la paciente DP-2, la reversién sexual completa podrd explicarse
con mayor claridad cuando se tengan los resultades de la
secuenciacién del gen SRY.

Los dos casos de hermafroditisme verdadero 46,XX (HV~8 y HV-
12) carecen de cromosoma Y tanto en leucccitos como en sus
respectivas génadas (Figura 4.6). Las alternativas etiolégicas en
estos pacientes son dos: la hipétesis de Ferguson~Smith (1966) y
la teoria de mutaciones en loci (ubicados en cromosoma X o
autosomas) que permiten la diferenciacién testicular en ausencia
de TDF (Berkovitz y cols., 1992). Se ha demostrado que la mayoria
de los HV 46,XX noc presentan material derivado del cromoscma Y,
incluyendo al gen SRY (McElreavey y cols., 1992a).

En todos los pacientes estudiados (DG-1, DG-3, DP-2, HV-8 y
HV=-12) seria importante analizar la presencia o ausencia de los
genes ZFY y SRY.

Los ovarios y testiculos empleados eran tejidos normales de
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procesamiento reciente (miximo 3 meses de edad). No obstante, el
tiempo de almacenamiento del bloque no afecté de ninguna manera a
esta metodologia ya que se amplific6é con eficiencias similares el
ADN extraido de los controles normales y el ADN extrafdo de
blogques de hasta 9 aflos de edad, El anélisis por PCR de ADN
genémico extraido de tejido neopldsico incluido en parafina, ha
demostrado la amplificacién exitosa a partir de un blogue con una
edad de 40 afios (Shibata y cols., 1988b).
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6. Conclusiones

Los objetivos propuestos inicialmente se cunmplieron
satisfactoriamente desde el punto de vista experimental.

1) Se logrd la estandarizaci6én de una té&cnica para extraer
ADN de gbnadas incluidas en parafina que puede emplearse en
estudios retrospectivos a nivel molecular.

2) Se realizé un andlisis cualitativo y cuantitative del ADN
extraido de génadas incluidas en parafina.

3) El rendimiento promedic del ADN extraido de testiculo
incluido en parafina es significativamente mayor que la cantidad
obtenida de ovarios. El1 ADN extraido de ambas génadas normales
estd contaminado con restos de proteinas, encontréndese en las
muestras de testiculo las relaciones A,c,/A;gq Mmis bajas. Tanto la
pureza como el rendimiento estén directamente relacionadas con las
4reas de las gbnadas y las diferencias estructurales entre ellas.

4) El enmpleo de los oligonucledtidos X1, X2 y Y1, Y2
pernitié la amplificacién de secuencias alfoides centroméricas de
los cromosomas sexuales en el ADN extraido de gbnadas incluidas en
parafina. Por tanto, se demostré gue este ADN es cualitativa y
cuantitativamente adecuado para funcionar como molde en reacciones
de amplificaciones enzimiticas.

5) El tiempo transcurrido desde la fijacién e inclusién del
tejido hasta el procesamiento de la muestra para extraer el ADN,
no afecté de ninguna manera a las amplificaciones: se analizaron
satisfactoriamente bloques con 9 afies de edad.
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6) Los datos obtenides de la amplificacién de ADN extraido
de leucocitos y de génadas incluidas en parafina mostraron los
mismos hallazgos moleculares. Estos resultades revelaron 1la
presencia de una linea celular con cromosoma Y aln en la estria
fibrosa.

7) Se descartd el mosalcismo criptico con cromosoma Y como
etiologia de la presencia de testiculo en los hermafroditas
verdaderos 46,XX estudiados. Su condicién puede explicarse por el
planteamiento de Ferguson-Smith o bien mediante la teorfa de las
mutaciones . autosémicas o ligadas al X que permiten 1la
determinacién testicular en ausencia de TDF,

8} Dentro de la linea de investigacién sobre biologia
molecular aplicada a la diferenciacién sexual, esta tesis es un
resultado preliminar y representa la metodologia a seguir para el
anilisis del factor testiculo-determinante SRY en aquéllos
pacientes con diagnésticos de disgenesias gonadales mixtas,
disgenesias gonadales puras 46,XX y hermafroditas verdaderos 46,XX
directamente en génada.
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