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Resumen 

El dimorfismo sexual en los mamiferos es el producto de la 

acci6n concertada de un gran nQmero de moléculas durante la 

embriogénesis. Después de establecido el sexo cromosómico, se 

determina el destino de la gónada indiferenciada hacia dos vias: 

ovario o testiculo. En el embrión XY, una compleja interacci6n de 

sei'lales se· activa cuando el factor determinante testicular (TDF) 

se expresa y dispara la cascada de la diferenciación testicular. 

En ausencia de cromosoma 'i, la g6nada bipotencial evoluciona 
pasivamente hacia la formaci6n de un ovario. El desarrollo 

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 cromos6mico, el sexo gonadal 
y el sexo fenotipico. En el humano, la reversi6n sexual da como 

resultado el sindrome del var6n XX (VX) o la disgenesia gonadal 

pura (DGP) XY. La disgenesia gonadal mixta (DGM) y el 

hermafroditismo verdadero (HV) 46,XX, son resultado de un proceso 

de diferenciación sexual anormal. En estos padecimientos se 

extirpan una o ambas gónadas de acuerdo a criterios médicos 

establecidos. 
En los 1il timos afias, la reacci6n en cadena de la polimerasa 

(PCR) ha demostrado su enorme potencial en estudios 

retrospectivos en ADN obtenido de muestras diversas, incluyendo 

tejido embebido en parafina. 
La estandarizaci6n de una técnica para extraer ADN de gónadas 

incluidas en parafina, asi como la amplificación enzimática 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 (testlculo y ovario) 

incluido en parafina, se logró desarrollar una metodologia para 

extraer ADN cualitativa y cuantitativamente apropiado para usarse 

en PCR. Esta metodologia fue aplicada al análisis del genoma 

gonadal de dos pacientes con disgenesia gonadal mixta, un 
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paciente con disgenesia gonadal pura 46,XY y dos casos de 
hermafroditismo verdadero 46,XX. 

Se identific6 la presencia de una regi6n centromérica del 
cromosoma Y en los dos pacientes con DGM y en la paciente con DGP 
46,XY, y se descart6 en los casos de HV 46,XX. Esta misma regi6n 
fue identificada en el ADN de leucocitos de estos pacientes. 

Este estudio demuestra la posibilidad de realizar análisis 
molecular retrospectivo por PCR en g6nadas incluidas en parafina. 
En el caso de las gónadas presentes en pacientes con diferentes 
anomalias de la diferenciación sexual, la investigación de 
secuencias especificas permite entender más claramente la 
etiologia de estos padecimientos. 
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1. xarco te6rico 

Desde tiempos inmemoriales existe una gran curiosidad acerca 
de los factores que determinan el sexo de un nuevo ser. Ya en el 
esplendor de la cultura griega, se postulaban hip6tesis 
cientificas en cuanto al mecanismo de determinaci6n sexual; 
contando con aportaciones de f il6sofos de la época, entre ellos 
Arist6teles (Fincham, 1987). 

Hasta 1900 se aceptaba que el sexo del embri6n humano se 
determinaba por factores ambientales tales como la nutrición 
materna. A ra1z del redescubrimiento de las contribuciones de 
Mendel, ·se encontr6 que en varias especies de vertebrados e 
invertebrados, el sexo individual era determinado por la 
constituci6n cromosómica, demostrAndose que el dimorfismo sexual 
en insectos tenia bases cromosómicas (Fincham, 1987). 

En el nemAtodo caenorhabditis elegans y en Drosophila, el 
sexo es determinado por la relación existente entre el número de 
cromosomas X y de autosomas (X/A). De esta manera, las hembras de 
Drosophila tienen una relaci6n 2X:2A y los machos 1X:2A 
(McElreavey y cols., 1993b). 

La existencia de los cromosomas X y Y humanos se demostró en 
1923 por métodos citológicos. Por analogia a Drosophila, se asumió 
que el sexo en mamiferos depende del número de cromosomas X 
presentes. En 1959, estudios en humanos y ratones con complementos 
cromos6micos anormales como por ejemplo XXY y XO, revelaron el 
papel critico del cromosoma Y en la determinación sexual. De 
manera independiente del número 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 XO) (Page y cols., 1987). La 

determinación y diferenciación sexual son procesos secuenciales 
que inician con el establecimiento del sexo genético en la 
concepción, seguido por la difererenciación gonadal y fenotipica 
durante la embriogénesis temprana y finalizando en la pubertad con 

la maduración sexual completa y la capacidad de preservar la 

especie (Moore y Grumbach, 1992). 
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1.1 Los cromosomas sexuales humanos 

En la actualidad se acepta que los cromosomas sexuales 
dim6rf icos provienen de un par de cromosomas sexuales homomórf icos 
por una reducci6n gradual del cromosoma Y y con una serie de 
rearreglos importantes (Hodgkin, 1992), 

1.1.1 El cromosoma Y 

El cromosoma Y es pequefio, acrocéntrico y pertenece al grupo 
G, siendo generalmente el m§s grande de este grupo. Los brazos 
largos tienden a acercarse entre s1 y no posee satélites en sus 
brazos cortos. Muestra un gran polimorfismo de tamafio debido a su 
regi6n heterocromática (CUevas-covarrubias y Kofman-Alfaro, 1990). 

Este cromosoma se divide en dos regiones: una eucromAtica 

localizada en todo el brazo corto y la regi6n proximal del brazo 
largo, 
ubicada 

y una porci6n heterocromática, 
en la regi6n distal de sus 

Covarrubias y Kofman-Alfaro, 1990). 

genéticamente 
brazos largos 

inactiva, 
(Cuevas-

Los resultados de un mapa de deleci6n del cromosoma Y usando 
varias enzimas de restricci6n, permiten dividirlo en 7 intervalos: 
los primeros 3 incluyen la totalidad de Yp, el cuarto corresponde 
a la regi6n centromérica y los tres restantes se encuentran en el 

brazo largo (Vergnaud y cols., 1986). Page y cols.; (1991) han 
propuesto un mapa más detallado del cromosoma Y, dividiéndolo en 
30 intervalos. 

En la parte distal del brazo corto del cromosoma Y se 
encuentra la regi6n pseudoautos6mica principal o mayor (PAR), 
abarcando en promedio unos 2. 6 Mb de longitud (Rappold, 1993). 
Existe una regi6n hom6loga en el cromosoma X, conocida como regi6n 
pseudoautos6mica del cromosoma X. El nombre de esta regi6n deriva 
de su participaci6n 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 r.ecombinaci6n hom6loga entre 
los cromosomas X y Y durante la meiosis paterna (CUevas­
Covarrubias y Kofman-Alfaro, 1990). Se ha encontrado una segunda 



regi6n pseudoautosómica en brazos largos de los cromosomas X y Y, 
muy cerca de los telómeros (Freije y cols., 1992). Recientemente 
se determinó que esta segunda región pseudoautosómica consta de 
320 kb, translocados del cromosoma X al Y mediante un evento de 
recombinación mediado por secuencias Alu (Kvaloy y cols. , 1994) • 
El limite de la región pseudoautosómica del cromosoma Y (PABY) 
tiene próxima una serie de secuencias Alu, mismas que se 
encuentran ausentes en las cercan1as de PABX, la frontera de la 
regi6n pseudoautosómica del cromosoma X. Las secuencias Alu 
corresponden a AON repetitivo humano con una unidad monomérica de 
- 304 pares de bases (pb) (Ellis y cols., 1989). 

Se han identificado 6 genes en la regi6n pseudoautos6mica 
principal de ambos cromosomas se>ruales humanos (Rappold, 1993). El 
gen HICZ codifica para un antlgeno de superficie involucrado en 
procesos de adhesi6n celular; el gen XE7 cuya función es 
desconocida; el locus ASHT, que codifica para la acetilserotonina 
metiltransferasa, enzima que cata liza la reacción final en la 
síntesis de la hormona melatonina y que se ha propuesto como 
candidato para desórdenes psiquiátricos a causa de su expresión 
limitada a cerebro y retina. Otro gen es el que codifica para la 
adenina nucle6tido translocasa ANTJ, que se encarga del transporte 
de ATP y ADP a través de la membrana mitocondrial y por lo tanto, 
juega un papel importante en el metabolismo energético de la 
célula eucariótica. El gen ILJRA, codifica la subunidad alfa del 
receptor de interleucina, y finalmente el locus del factor 
estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GH-CSF), un 
factor de crecimiento y estimulaci6n que actúa sobre las células 
del linaje monocito-macrófago (Rappold, 1993). 

La regi6n eucromática no-pseudoautos6mica del brazo corto del 
cromosoma Y y el segmento eucrom!tico de Yq, se extienden en una 
zona entre 13 y 15 Hb de longitud (Hoore y Grumbach, 1992) . 

Inmediatamente proximal a PABY y a las secuencias Alu, se 
encuentra la región 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 revisión de los genes SRY y ZFY se 
encuentra más adelante. 



Un gen que ha provocado di versas reacciones en la comunidad 
cient1fica es RPS4Y que se localiza más cerca del centrómero que 
ZFY. Se propuso que este gen previene la formación de los estigmas 
del s1ndrome de TUrner en los varones normales, aunque no existe 
evidencia experimental a su favor (Fisher y cols., 1990). 

Siguiendo hacia el centrómero, se ha propuesto la 
localización de genes del crecimiento. Existen reportes de 
deleciones tanto en Yp como en Yq asociadas con baja estatura 
(CUevas-Covarrubias y Kofman-Alfaro, 1990; Ogata y Matsuo, 1992). 

Esto podr1a ser indicativo de que los genes promotores del 
crecimiento corporal se ubican en ambos brazos del cromosoma Y. 

El centrómero del cromosoma Y, mantiene unidos ambos brazos y 
permite una buena segregación 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 expresión del ant1geno H-Y está controlada por 
un gen en la región eucromática de Yq (Simpson y cols., 1987). La 
localización de un gen regulador del crecimiento dental se ha 
asignado a la banda Yqll, y muy cerca de esta región se ha 
sefialado que se encuentra el pseudogén de la sulf atasa de 
asteroides. Los pseudogenes para la sintetasa de 
argininosuccinato, de la actina y del gen KALIGl, han sido 
ubicados también en Yq (Cuevas-covarrubias y Kofman-Alfaro, 1990, 
Rappold, 1993). David Page propuso que existe un locus en Yq, 
responsable directo de la formación de gonadoblastomas en gónadas 
disgenéticas y lo nombró GBY (Page, 1987), aunque no existe ningün 
respaldo experimental a esta hipótesis. 

En la figura 1.1 se ilustra el cromosoma Y humano. 
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sin embargo, no siempre el proceso de inactivación se lleva a 

cabo al azar. La mujer, inmediatamente después de la fertilización 

mantiene activo su par de cromosomas X, y as1 se conserva durante 

la vida embrionaria temprana. Al alcanzar el estadio de 
trofoectoderno, ocurre la primera inactivación del cromosoma X, 
que no es al azar, sino que a semejanza de los marsupiales, 

involucra preferentemente al cromosoma paterno. La inacti vaci6n 

del cromosoma X por esta v1a, persiste hasta que es reemplazado 
por el mecanismo al azar, una vez que el embrión se encuentra en 
el blastocisto tard1o. La eficiencia del proceso de inactivaci6n 

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 diferenciación ovarica 

normal, y después la gametogénesis. La base de esta aseveración se 

encuentra en los estudios realizados en otras especies, en donde 

se ha demostrado la reactivación del cromosoma X inactivo en las 

células germinales, justo antes de la meiosis. En el var6n, el 

Unico cromosoma X también 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 metilación eran el mecanismo expansor de la 

inactivaci6n de un cromosoma x. En particular, se encontró que las 

citosinas de las islas CpG en las regiones promotoras, estaban 

metiladas en el cromosoma X inactivo. En nuestros d1as, se 

descarta este mecanismo como el evento primario de la 
inactivaci6n, aunque se considera que la metilaci6n diferencial es 

un factor importante para mantener el estado inactivo de un 

cromosoma X (Lyon, 1992). 

La inactivación transcripcional de un cromosoma X, es mediada 

aparentemente por el efecto cis de una región conocida como centro 

de inacti vaci6n (XIC), la cual identifica a los cromosomas X en 

exceso e inicia una seflal de inacti vaci6n bidireccional. Estudios 

detallados de las propiedades de numerosas translocaciones 
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X/autosoma y delaciones del cromosoma X han permitido la 
localizaci6n del gen XIST, el candidato al centro de inactivaci6n, 
en la banda Xql3 en humanos y en la banda O en el rat6n. La 

ubicaci6n cromos6mica de XIST coincide con la de XIC, y ademas se 
expresa 0.nicamente en el cromosoma X inactivo (Brown y cols., 
1991). Existe evidencia considerable que apoya el papel del 
hom6logo . murino Xist en la iniciaci6n de la inactivaci6n del 
cromosoma X. Sin embargo, no es clara su funci6n en la propagaci6n 
de la señal de inactivaci6n y en el mantenimiento del estado 
inactivo (Rastan, 1994). 

1.2 Diferenciaci6n sexual normal 

La diferenciaci6n sexual en el humano es un proceso ordenado, 
dinamice y esta sujeto a un programa secuencial que ocurre en tres 
etapas consecutivas de diferenciaci6n: cromos6mica, gonadal y 
fenot1pica. 

1.2.1 Diferenciaci6n cromos6mica 

El sexo genético del cigoto se establece en el momento de la 
fertilizaci6n de un 6vulo normal, que aporta s6lo cromosomas X, 
por un espermatozoide que contiene un cromosoma X o un cromosoma Y 
(Kofman-Alfaro y cols., 1988). De esta manera se origina el 
dimorfismo sexual caracter1stico de la clase Mammalia, siendo la 
hembra poseedora de un complemento cromos6mico sexual XX, mientras 
que el macho es heterogamético XY (Moore y Grumbach, 1992). 

1.2.1.1 El Factor Determinante Testicular (TDF) 

En los mam1feros, la presencia o ausencia del cromosoma Y 
constituye el determinante. binario sobre el cual giran todas las 

caracter1sticas sexuales dim6rficas. La decisi6n alternativa de 

9 



las dos vias durante la diferenciaci6n sexual, trae como 
consecuencia un proceso fisiológico complejo que puede involucrar 
los productos de muchos genes, varios de ellos autos6micos 
(Motaren, 1988). La g6nada 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 una cascada que 

culmina en una g6nada diferenciada. Una evidencia importante de la 
participaci6n de genes autos6micos en la cascada de diferenciaci6n 
seirual es una mutaci6n encontrada en el cromosoma 17 de rat6n que 
provoca la formación de ovarios en un rat6n con cariotipo XY (Page 
y cols., 1987) y la reversi6n sexual humana asociada a delaciones 
9p (Bennett y cols., 1993). 

El evento central en la determinaci6n sexual en mam1f eros es 
la diferenciación testicular a partir de la cresta genital en la 
gónada indiferenciada (Koopman y cols., 199lb). Por esta raz6n, la 
determinaci6n del sexo es equivalente a la formaci6n testicular y 
el gen o genes presentes en el cromosoma Y responsables de tal 
evento se han nombrado como Factor Determinante Testicular (TDF) 

en humanos, y gen test1culo-determinante 
el ratón. En los últimos 15 afios se han 
a tres prote1nas como el producto 
determinante: el anttgeno H-Y, ZFY y SRY 

En un principio se crey6 que 

en el cromosoma Y, Tdy en 
propuesto secuencialmente 

del factor testiculo­
(Mittwoch, 1992). 
el factor determinante 

testicular correspond1a al locus H-Y, el ant1geno menor de 
histocompatibilidad masculino, responsable del rechazo lento de 
injertos de individuos machos en hospederos femeninos singénicos. 
Sin embargo se descubrió que los 1oci para el ant1geno H-Y y TDF 

se localizan en diferentes pos_iciones en el cromosoma Y (O'Reilly 
y cols., 1992). 

La ocurrencia natural de varias anormalidades estructurales 
del cromosoma Y humano hizo posible la construcci6n de un mapa de 
deleci6n por hibridación con sondas de ADN Y-especificas y de esta 
manera definir la posici6n de TDF (Vergnaud y cols., 1986). 
Asimismo, fue importante para tal propósito el análisis del ADN de 
los pacientes con reversi6n sexual. El término reversi6n sexual 
define a individuos 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 regi6n determinante del sexo 

en algunos varones XX asl como la deleción de estas secuencias en 

varias mujeres XY, fue importante para el disefio experimental de 
la b1lsqueda del TDF. El mapa de deleción realizado en estos 
pacientes con reversi6n sexual, indica que s6lo una pequefia 

porción del brazo corto del cromosoma Y humano es necesario y 

suficiente para inducir diferenciación testicular de la gónada 
bipotencial (Page y cols., 1987). Este fraqmento genómico 

corresponde al intervalo lA del cromosoma Y humano, dividido a su 
vez en lAl y 1A2, siendo este 1lltimo el más próximo al centrómero. 

Se encontró posteriormente que un varón XX retenía los intervalos 
lAl y 1A2 mientras que una mujer X,t(Y;22); con translocación de 

una parte de Yp al cromosoma 22, tenla cromosoma Y sin el 

intervalo 1A2. Este descubrimiento situaba a TDF en el intervalo 

1A2, dentro de un seqmento de ADN de aproximadamente 14 o kb de 
longitud contados a partir de PABY (Page y cols., 1987; Page y 

cols., 1990). 
La hibridación de sondas de ADN derivadas del intervalo 1A2 

con ADN genómico de hembras y machos de diferentes especies de 

mam1feros incluyendo al hombre, identificó un fraqmento altamente 
conservado en el cromosoma Y, correspondiente a una secuencia de 

1.3 kb clonada en el sitio Hind III del plásmido pDPl007. A este 

loc:us se le ha llamado ZFY en el humano y Ziy en ratones (Page y 

cols., 1987). Además de este gen, la sonda pDP1007 detectó una 
región compartida por machos y hembras, con una sefial de 

hibridaci6n del doble de intensidad en hembras con respecto a 

machos. Estudios posteriores revelaron que esta secuencia homóloga 
a ZFY se encontraba en Xp y que se conoce como ZFX/Zfx en el 

humano y ratón, respectivamente (Page y cols., 1987), 

El análisis de la secuencia de la sonda pDP1007 mostró un 

marco abierto de lectura de l. 2 kb. La secuencia de aminoácidos 
contenida en este marco de lectura, reveló que se trata de una 
prote1na de 404 aminoácidos con 13 dominios cys-cys/His-His de 

unión a zinc, similares a los del factor de transcripción IIIA 

(FTIIIA) de Xenopus y otras proteínas sintetizadas por especies de 
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Drosophila (Page y cols., 1987). Por analog1a a FTIIIA y al factor 
de transcripci6n humano Spl, que se fijan al ADN v1a secuencia 
especifica, se piensa que los dominios Cys-Cys/His-His en las 
prote1nas codificadas por hom6logos a ZFY interaccionan 
directamente con ácidos nucleicos. El dominio de uni6n a zinc es 
una de las estructuras más conservadas presentes en protelnas de 
tini6n al ADN v1a secuencia especifica. Los dominios Cys-cys/His­
His coordinan a un ion zn2+ en una conformaci6n tetraédrica. Esta 
interacci6n es esencial para mantener la estructura tridimensional 
del dominio (Koopman y cols., 199la). 

Existen 4 hom6logos a ZFY en el ratón: dos de ellos 
localizados en el cromosoma Y (Zfy-l y Zfy-2), otro ligado al 
cromosoma X (Zfx), y el filtimo, Zfa que se encuentra situado en el 
cromosoma 10. En cuanto a similitudes en estructura primaria, ZFY 

comparte 99% con ZFX; Zty-l muestra 98% de homolog1a con Zfy-2 y 
entre Zfx y Zta se comparte 97\ de la secuencia. Se cree que Zfa 

es de origen reciente por su ausencia en especies relacionadas con 
el rat6n como Mus pahar1 y Mus platyhr1x y que derivó por 
retroposición de un transcrito de Zfx (Koopman y cols., 199la). 

Los estudios de eKpresión muestran que ZFX y ZFY se 
transcriben en todos los tejidos humanos (Page y cols. , 1987; 
Schneider-Gadicke y cols., 1989), lo que podr1a ·indicar una 
función general en la célula, además de su papel en diferenciación 
sexual (Koopman y cols., 1989). 

Existen varias observaciones experimentales que excluyen a 

ZFY como TDF. 
Las crestas genitales embrionarias de ratón de ambos sexos, 

son indistinguibles hasta antes de los 11.5 d1as poscoito (dpc). 
El cordón testicular es una estructura embrionaria que se forma 
por alineamiento de células de Sertoli que proliferan con rapidez 
durante este periodo del desarrollo gonadal. su formación a los 
12. 5 dpc, se considera como el primer signo macroscópico del 

desarrollo masculino del embrión. Se esperarla que TDF se exprese 
justo antes de que el cordón testicular comience a formarse. De la 
pareja de genes Zfy-l/Zfy-2, sólo el primero se expresa entre los 
10.5 y 12.5 dpc en test1culos embrionarios. Sin embargo, ninguno 
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de estos genes se expresa en test1culos de ratones we¡we, 40,XX 

sxr y 40, XX Sxr•, todos ellos sin células germinales. La g6nada 

embrionaria tiene linaje celular som11tico y germinal, pero se 
acepta como un hecho que las células germinales no influyen en la 
determinaci6n testicular (Koopman y cols., 1989), Esta es una 
observaci6n en contra del papel de ZFY como TDF. 

Algunos reptiles como las tortugas y caimanes, dependen de la 
temperatura de incubaci6n del embri6n para la determinaci6n del 

sexo. Sin embargo, también existen en este grupo algunas especies 
que contienen sistemas cromos6micos determinantes del sexo. 

Después de hibridar con la sonda pDPl007 al ADN extra1do de 
lagartos, serpientes, cocodrilos, aves y tortugas, se encontraron 
secuencias hom6logas a ZFY en los animales estudiados, 

independientemente de que el mecanismo de determinaci6n se>eual 
fuera cromos6mico o dependiente de la temperatura (Bull y cols., 

1988). 

Los marsupiales y los mam1feros comparten el mecanismo de 
determinaci6n sexual, aunque los cromosomas sexuales en metaterios 

son m11s pequefios que los correspondientes a las especies euterias 

y aparentemente carecen de una regi6n de apareamiento. Cuando se 
buscaron secuencias equivalentes a la sonda pDP1007 en ADN de 

marsupiales, se detect6 una banda de • 12 kb en varias especies, 

tanto hembras como machos. El experimento se repiti6 empleando ADN 

e>etra1do de una 11nea celular h1brida cuyo-marsupial, la cual 

retiene un cromosoma X intacto de Macropus robustus. No se 
encontr6 el hom6logo a ZFX en este ensayo, por lo que se concluye 

que las secuencias equivalentes a ZFY son autos6micas en 
marsupiales. si ZFY fuese TDF, se esperarla que este gen se 

localizara en alguno de los cromosomas sexuales debido a la 
homolog1a con la determinación se>eual en mam1feros (Sinclair y 

cols., 1988). 
Entre 1987 y 1988, 

explicar la presencia de 

determinaci6n sexual. El 

se propusieron varias teor1as para 

dos genes hom6logos ZFY y ZFX en la 

modelo de la dosis/inactivaci6n del 

cromosoma X, planteaba que ZFY y ZFX, producen prote1nas 

funcionales: las células XY podrian tener dos copias de prote1na 
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mientras que las células XX sólo tendr1an una copia debido a la 
inactivaci6n del otro cromosoma x. De esta manera, los embriones 
con doble dosis de prote1na desarrollan como machos, y los 
embriones con dosis única de proteina, se convierten en hembras. 
Este modelo fue invalidado cuando se demostr6 que ZFX escapa a la 
lnactivaci6n del cromosoma X y por lo tanto, es 
transcripcionalmente activo (Schneider-Glidicke y cols., 1989). 

La última prueba que excluy6 definitivamente a ZFY como TDF 
se present6 en 1989. Estudiando el ADN extraido de 3 varones XX y 
un hermafrodita verdadero 46,XX; todos ellos PABY positivos y ZFY 
negativos, se descubrió que tenian secuencias del cromosoma Y con 
actividad determinante sexual. Sin embargo, TDF no se encontraba a 
140 kb de PABY, sino abarcaba s6lo 60 kb de secuencias Y­
especlficas. Esto significa que la ubicación cromosómica de ZFY no 
corresponde a TDF (Palmer y cols., 1989). 

En mamlferos, por analogia a los resultados obtenidos en 
rat6n, se cree que la familia de genes relacionados con ZFY se 
encuentra lntimamente relacionada con la espermatogénesis (Koopman 
y cols., 1989). 

varios grupos de investigación se lanzaron a la búsqueda de 
TDF en la zona comprendida entre PABY y 60 kb de ADN en direcci6n 
al centr6mero, y los 3 varones XX y el hermafrodita verdadero 
46,XX ya citados se usaron para este prop6sito. Poco después se 
report6 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 región fue subclonado en fragmentos de 
aproximadamente kb de longitud y cada uno de ellos fue 
posteriormente cortado con enzimas de restricci6n con un patr6n 
frecuente de corte como Rsa I, para producir fragmentos pequeftos 
del orden de 500 pb a 1 kb. Estos fragmentos se usaron como sondas 
en hibridación ADN-ADN tipo Southern con genomas de hembras y 
machos bovinos, murinos, de cuyos y de humanos. Siete de estas 
sondas detectaron secuencias especificas del cromosoma Y en ADN 
humano digerido con EcoR I, pero sólo una de ellas, pY53.3 de 2.1 
kb, hibrida espec1ficamente con secuencias de cromosoma Y bovino·y 
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de rat6n, ademá.s del humano. La digesti6n de pYSJ. 3 con Bine II 

genera un fragmento de 0,9 kb, con una afinidad aün mayor que la 
sonda parental por las secuencias conservadas entre los cromosomas 
Y de las especies arriba citadas y de otros mam1feros como conejo, 
cerdo, caballo, gato, tigre y· chimpancé (Goodfellow y cols., 1991; 
Sinclair y cols., 1990), Sin embargo, cuando se disminuy6 el rigor 

de los ensayos, se encontraron bandas adicionales compartidas por 
machos y hembras, lo que indica que e>eisten secuencias 
relacionadas a la sonda pY53.3 en alguna otra parte del genoma. se 
descarta al cromosoma X porque las bandas mencionadas no fueron 
observadas en células hibridas de humano-roedor que contienen al 
cromosoma X humano como Gnica contribuci6n (Sinclair y cols., 
1990), 

La secuenciaci6n completa de la sonda pY53. 3, 

presencia de 2 marcos abiertos de lectura de 99 y 223 

respectivamente, con direcci6n de transcripci6n 

revel6 la 

aminoácidos 

5'n3' del 
centr6mero hacía tel6mero. Las secuencias de aminoácidos de estos 
marcos abiertos de lectura se compararon con las reportadas en los 
bancos de datos de proteinas. El presunto polipéptido codificado 

por el marco abierto de lectura más grande, tiene una porci6n con 
estrecha homologla a la prote1na Me codificada por el gen mat3-H 

de Schizosaccharomyces pombe y a una estructura conservada, 
presente en varias prote1nas nucleares no-histonas relacionadas 

con llMGl y llMG2. Esta estructura que cubre aproximadamente 80 

aminoá.cidos muy conservados, se ha llamado caja o dominio l!MG 
porque se encuentra en el grupo de prote1nas llMG (grupo de alta 
movilidad) • Después del último aminoticido del dominio l!MG en la 

sonda pYSJ.J y hacia el extremo 3', la protelna tiene 68 

aminoácidos mtis antes de encontrar un cod6n de terminaci6n 
(Goodfellow y cols., 1991; Sinclair y cols., 1990). 

La homolog1a entre 120 aminoácidos del marco abierto de 
lectura grande definido por la sonda pY53. 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 hibridaci6n tipo Northern y usando el fragmento Hinc 
II de pY53.3 como sonda, se detect6 un transcrito de 1.1 kb en 
test!culo adulto humano. Este fragmento no se encontr6 cuando el 
experimento se repiti6 con ovario, pulm6n masculino y lineas 
celulares de rif\6n masculinas. Este resultado es consistente con 
la suposici6n de que el equivalente a pY53.3 en el cromosoma Y 
codifica un transcrito test1culo-espec1fico. Con la evidencia 
reunida, al gen localizado en Yp y definido por la sonda pY53.3 se 
le ha dado el acr6nimo 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 ratón y las especies marsupiales sminthopsis macroura y 
Hacropus eugenli (McElreavey y cols., 1993b). 

El descubrimiento de que las secuencias adyacentes a SRY son 
ricas en secuencias repetidas y la presencia del pequef\o marco 
abierto de lectura, hicieron sospechar que este gen tenla pequef\os 
exones y también intrones. La presencia del codón de terminaci6n, 
de un potencial sitio de empalme hacia 5' y la señal de 
poliadenilaci6n en 3' del marco de lectura del gen se tomaron como 
indicio de que se trataba del ültimo ex6n de SRY (Sinclair y 
cols., 1990). Ahora se sabe que SRY es un gen pequel\o, sin 
intrones, que codifica una prote!na de 204 amino~cidos con un peso 
estimado en aproximadamente 23. 9 kDa, que contiene un pequef\o 
promotor rico en G+C hacia S' y el dominio llMG ubicado desde el 
amino~cido 57 hasta el residuo 137. Adem~s se confirmó que SRY 
origina un transcrito de un tamal\o entre 950 pb y 1.1 kb 
{McElreavey y cols., 1993b; su y Lau, 1993). 

oos grupos independientes han descrito la organizaci6n del 

gen SRY. Mediante 5' RACE-PCR y ensayos de protección con 
ribonucleasa en ARN aislado de test!culo humano adulto, Vilain y 
cols.; (l992a) definieron el sitio de inicio de la transcripción a 
-91 pb del primer cod6n de metionina en el marco abierto de 
lectura. Resultados diferentes fueron obtenidos por su y Lau 
(1993) usando una técnica de transferencia génica mediada por 
cósmidos, seguida por la detecci6n de transcritos en cultivos 
celulares. Este sistema in vitro permitió la localización de dos 
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sitios de inicio de transcripci6n en las posiciones -78 pb y -136 
pb. Los diferentes resultados obtenidos por los dos grupos pueden 
reflejar las estrategias empleadas para la resoluci6n del problema 
(McElreavey y cols., 1993b) o la diferencia entre los tejidos 
estudiados (Goodfellow y Lovell-Badge, 1993). La regi6n 5' 
adyacente al inicio del marco de lectura contiene secuencias 
regulatorias potenciales. En las posiciones -41 a -36 y de -65 a -
56 se encuentra sitios de unión del factor de transcripci6n Spl a 
las cajas GC: el hexanucle6tido GGGCGG en 11 tandem". 

Se determinó también que las regiones 5' vecinas al inicio de 
transcripci6n no tienen cajas TATA o CAAT. La combinación de estas 
características 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 encontró que la secuencia GGGGACTTTCC localizada 
aproximadamente 1 kb hacia 5' del inicio de transcripci6n, es 
idéntica a la del elemento potenciador B, el cual fue inicialmente 
identif_icado en los promotores de los genes 
y ligeras kappa de las inmunoglobulinas 

l993b). 

de las cadenas pesadas 
(McElreavey y cola. , 

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 inserción en los eventos 
de retroposición. una hipótesis que trata de explicar el origen de 
SRY plantea que este gen surgi6 por retroposición del transcrito 
de otro gen durante la evoluci6n humana (Su y Lau, 1993), 

El gen equivalen te a SRY en el cromosoma Y del rat6n se 
denomina Sry. Este gen también contiene un marco abierto de 
lectura homólogo al gen humano. La proteina Sry también tiene el 
dominio HMG y por esta caracteristica, es capaz de unirse al ADN 
al igual que el producto de SRY (Gubbay y cols., 1990). El 
análisis de protecci6n con RNasa de transcritos de sry, ha dado la 
pauta para pensar que existe una diferencia dramática entre el 
tamaño de la proteína SR'l y la contraparte sry: 395 aminoácidos 
para ésta ültima (Goodfellow y Lovell-Badge, 1993). 
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La caja HMG es el dominio funcional de las proteínas 
relacionadas con HMGl y todas ellas tienen la capacidad de unirse 
al ADN. Este dominio proteico tiene una carga neta positiva 
proporcionada por la abundancia de los aminoácidos lisina y 
arginina, asl come una cantidad considerable de residuos 
aromáticos y prolina. Las variaciones en la secuencia del dominio 
HMG podr1a traer como consecuencia la amplia diversidad de 
funciones bioquímicas (Ferrar! y cols., 1992). 

Se han caracterizado varias moléculas que pertenecen al grupo 
de prote1nas que poseen al menos una caja HMG y se les ha llamado 
genéricamente proteinas-HMG. Entre ellas se encuentran las 
prote!nas de alta movilidad (HMG}, el factor hUBF, los factores 
potenciadores linfoides TCF-1 y TCF-la, la prote1na Me de s. 
pombe, el factor ftíngico Stell, el regulador transcripcional de 
levadura Rox-1 y naturalmente SRY (Ferrar! y ccls., 1992). 

La interacción de la prcte!na Sry con ADN que incluye la 
secuencia S'-CCATTGTTC'l'-J', trae come consecuencia el doblamiento 
del ADN en un ángulo de as•. El ángulo de curvatura generado por 
la unión del dominio HMG al AOll puede reflejar indirectamente la 
afinidad de unión de la prote1na por la secuencia estudiada (Giese 
y ccls., 1992). Se sabe que el doblamiento del ADN se requiere 
para la replicación, inicio de la transcripción y en la 
recombinación sitio-especifica (McElreavey y cols., 1993b). 

En otro estudie se encontró qua la proteína SRY interacciona 
con la secuencia 5'-AACAMG-3', misma a la que se une TCF-1. De 
hecho, primero se descubrió que TCF-1 se une a esta secuencia y a 
partir de este hallazgo se quiso saber si la proteína SRY también 
la reconoce. La segunda, cuarta, quinta y sexta posición son 
criticas para tal efecto (Harley y cols., 1992). No se sabe si 
esta secuencia tiene importancia fisiológica o es sólo una 
coincidencia experimental, aunque podr1an existir otras secuencias 
con las que la prote1na SRY interaccione de manera más eficiente y 
posiblemente otras proteínas en la cresta genital contribuyan a 
esta acción in vivo. 
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La caja l!MG de la prote1na SRY muestra los dos patrones de 
unión de las prote1nas l!MG: 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 aquéllas que presenten alguna 
curvatura en el sitio de reconocimiento. Se ha determinado que 
cuando la prote1na SRY interactüa con ADN lineal lo hace a través' 
del surco menor (Giese y cols., 1992; Grosschedl y cols., 1994). A 
diferencia de l!MGl, la proteina SRY no muestra afinidad por ADN de 
cadena sencilla (Harley y cols., 1992). 

La hélice alfa del dominio HMG de la protelna SRY se une de 
manéra especifica y con alta afinidad a los promotores de los 
genes de la hormona antimUlleriana y de la aromatasa P-450, aunque 
no se saben los efectos de tales interacciones. La aromatasa P-450 
cataliza la conversión de la testosterona a estradiol en la mujer 
y se encuentra bajo regulación en el embrión masculino (Haqq y 

cols., 1993). La hormona antimlllleriana se revisa en el capitulo 
de Diferenciación Fenotípica. 

Los estudios de expresión de Sry son consistentes con su 
papel como Tdy: se transcribe en bajos niveles justo antes de la 
formación del cordón testicular a los 10.5 dpc y estos niveles se 
mantienen hasta los 12 dpc, especif icamente por las células 
somáticas de la cresta urogenital, (Koopman y cols., 1990; Rossi y 

cols., 1993; Bogan y Page, 1994) e inclusive se expresa en el 
estad1o embrionario de blastocisto (Zwingman y cols., 1993). 

Durante la vida adulta se puede detectar transcrito de sry en 
células germinales del testlculo de ratón (Gubbay y cols., 1990¡ 
Rossi y cols., 1993) de manera similar a lo que sucede en el 
hombre (Sinclair y cols., 1990). Esta observaci6n podría indicar 
que estos genes tienen una dualidad fisiológica, es decir, que 
independientemente de funcionar como la sefial inicial que dirige a 
la gónada bipotencial hacia la formación de testículo, tengan una 

segunda función en el adulto, quizás en células germinales. No se 
detecta expresión de sry en test1culo de ratón adulto que carece 
de células germinales (Koopman y cols., 1990). Este hallazgo puede 
significar que existe comunicación entre células germinales y 
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elementos somáticos en el test1culo adulto; y que esta interacci6n 
es indispensable para la expresi6n 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 más de que Sry es Tdy se obtiene del estudio del 
rat6n XX Sxr. Esta cepa de ratones tienen secuencias Y-espec1ficas 
en el cromosoma X: Tdy, y los genes Hya, que regula la expresi6n 
del ant1geno 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 que sry se encuentra en los ratones 
XX Sxr y XX sxr' (Gubbay y cols., 1990). 

Quizás la prueba más convincente del papel del gen sry como 
Tdy es el trabajo realizado por Koopman y cols •• , en 1991. Estos 
autores introdujeron un fragmento de genoma murino de 14 kb que 
inclu1a a Sry en embriones normales de rat6n XX. De entre los 
ratones transgénicos resultantes, algunos mostraron reversi6n 
sexual. Estos resultados indican que el gen sry dirige los eventos 
iniciales en la determinaci6n testicular en el rat6n. El gen SRY 

humano es incapaz de producir reversi6n sexual en embriones 
murinos 40,XX; y además no se expresa ni en vida fetal ni en 
test1culo adulto de rat6n (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 
reversi6n sexual no siempre se lleva a cabo en su totalidad 
(Koopman y cols., 1991b); Con la evidencia reunida, se concluye 
formalmente que Sry es el determinante sexual en el cromosoma Y 
del rat6n (Bogan y Page, 1994). 

En la especie humana se han correlacionado los hallazgos en 
rat6n con respecto al papel de SR'l como TDF. Las dos primeras 
publicaciones que atribuyen la reversi6n sexual 46,XY a mutaciones 
en SRY, son importantes por ser pioneras en su género. Una de las 
pacientes present6 una mutaci6n puntual en la caja HMG de SRY, y 
por consiguiente, la sustitución de un aminoácido por otro dentro 
del producto del gen (Berta y cols., 1990). Se demostró que esta 
mutaci6n puntual disminuye de manera considerable la capacidad de 
uni6n de la caja HMG al ADN (Nasrin y cols., 1991). El otro 
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reporte presenta a una mujer 46,XY con un corrimiento de fase de 
lectura originado por la deleci6n 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 desempe~ar las funciones de TDF en el humano (Berta y cols., 
1990; Jager y cols., 1990a; Bogan y Page, 1994). 

Con base en evidencia experimental, McElreavey y cols. 

(1993a) postularon muy recientemente una hipótesis referente a la 
cascada regulatoria de la determinación sexual en mam1feros. Esta 
hip6tesis propone que la prote1na SRY activa la determinaci6n 
sexual masculina por represi6n de la s1ntesis o actividad de la 
prote1na codificada por un gen autos6mico desconocido, al cual se 
le ha llamado te6ricamente gen z. En este modelo, la prote1na Z es 
un regulador negativo de la determinaci6n sexual masculina y el 
dominio HMG de la prote1na SRY puede interaccionar con secuencias 
de ADN reguladoras del gen z, lo cual trae como consecuencia la 

represi6n de la s1ntesis de la prote1na z. 

1.2.2 Diferenciaci6n gonadal 

Las gónadas de ambos sexos se desarrollan a partir del esbozo 
localizado en el borde medioventral de la cresta urogenital, 
adyacente al rifi6n primitivo. Hasta el estadio de 12 mm, que 
ocurre aproximadamente a los 42 d1as de gestación, las g6nadas del 
macho y la hembra son indistinguibles morfológicamente (Grumbach y 

Conte, 1985). 
Básicamente, la g6nada se origina de dos poblaciones 

celulares: las células germinales primordiales (CGP) y las células 
somáticas de origen mesodérmico. Las CGP han sido identificadas en 
embriones humanos de veinticuatro d1as, localizadas 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 posterior y una vez all1, se dirigen a través 
del mesenterio dorsal hasta llegar a la gónada primordial de la 
cresta genital, en la semana quinta. Aún se desconocen los 
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factores que guian a las CGP hasta la gónada primordial, pero se 
piensa que las células somáticas de la cresta urogenital emiten 
sefiales quimiotácticas para atraer y posteriormente retener a las 
CGP(Grumbach y Conte, 1985; Kofman-Alfaro y cols., 19BB). 

La gónada primitiva indiferenciada deriva del blastema gonadal, 
situado en la parte ventral del mesonefros, y constituido por una 
masa celular mesenquimatosa, epitelio mesodérmico celómico, 
elementos mesonéfricos y las CGP que han colonizado la cresta 
urogenital. El blastema gonadal se organiza en dos tipos de 
tejidos: aquél donde las CGP se encuentran rodeadas por células 
somáticas precursoras de las células de Sertoli en el testículo o 
de la granulosa en el ovario, y el tejido estromático gonadal, que 
en una etapa posterior origina los vasos sanguineos, el tejido 
conjuntivo y a los antecesores de las células de Leydig o las 
células de la teca interna ovárica. Alrededor de los cuarenta y 
cinco dias de vida intrauterina, existen rearreglos del epitelio 
celómico, precedentes inmediatos del desarrollo de los cordones 
semin1feros testiculares. En el humano, la génesis de la cresta 
gonadal se efectüa alrededor del dia 32 de la embriogénesis y J 

dias después se forman los cordones sexuales a partir del epitelio 
(Grumbach y conte, 1985; Kofman-Alfaro y cols., 19BB). 

Existe una diferencia sexual sorprendente en la duración de 
la diferenciación gonadal. Bajo la influencia de TDF, la 
organización testicular comienza entre la sexta y séptima semanas 
de gestación. Por otra parte, el ovario no surge como tal a partir 
del estadio indiferenciado, hasta que han transcurrido tres meses 
de vida intrauterina, cuando aparece el primer signo de la 
diferenciación gonadal femenina: el comienzo de la meiosis. 
EVidentemente, existen mecanismos que regulan el inicio de la 
meiosis de las célula germinales, dependiendo del sexo cromosómíco 
(Grumbach y Cante, 1985). 

Con el comienzo de la diferenciación testicular inducida por 
TDF, se suprime la proliferación de las células germinales de los 
cordones seminiferos primitivos y se detiene la diferenciación 
germinal en la etapa de espermatogonias. En suma, la organogénesis 
testicular implica sucesivamente la diferenciación de los cordones 
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semin1feros en células de Sertoli primitivas, que envue.lven a las 
células germinales derivadas extragonadalmente, el desarrollo de 
la tlinica albug1nea, la aparici6n subsecuente de las células de 
Leydig, y finalmente, la diferenciaci6n de los tlibulos 
mesonéfricos en los duetos eferentes, que conectan los tlibulos 
semin1feros y el sistema de redes con el epid1dimo, 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 como ovario, 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 proliferaci6n del epitelio cel6mico y 
células germinales primordiales, que se agrandan gradualmente y se 
transforman en ovogonias. Hacia la undécima semana, mucho después 
de la diferenciaci6n del testiculo en el feto masculino, un nlimero 
significativo de células germinales comienzan a entrar en profase 
mei6tica, que caracteriza la transici6n de ovogonia en ovocitos. 
Las ovogonias en la parte medular del ovario son las que primero 
entran en meiosis. Hasta la semana 21 de la gestaci6n se inicia la 
formaci6n de los primeros fol1culos primordiales (Grumbach y 
Conte, 1985). Este proceso se realiza por la ruptura de loi; 
cordones epiteliales de manera tal, que gradualmente cada ovocito 
queda envuelto por una capa linica de células epiteliales cubiertas 
por una lámina basal delgada. La etapa final de la foliculogénesis 

es la formaci6n de las tecas en torno a la lámina basal de los 
fol1culos en el seno del tejido estromático (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 
lleva a cabo de manera completa la diferenciaci6n ovárica, 
quedando la g6nada indiferenciada para toda la vida. Por lo tanto, 
los factores que regulan la migraci6n, supervivencia y 

proliferaci6n de las células germinales, son cr1ticos para la 
ontogenia ovárica y por consiguiente, de la maduraci6n sexual 
femenina (Moore y Grumbach, 1992). 
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En cuanto al ntlmero de ovocitos, se observan las cantidades 
m&ximas entre las semanas 18 y 22, alcanzando los 6 y 7 millones 

de células germinales (Grumbach y cante, 1985). Después de este 
tiempo hay una disminuci6n progresiva, de tal manera que 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 Diferenciaci6n fenotipica 

En la séptima semana de vida intrauterina, el feto est~ 

equipado con primordios de los duetos genitales masculinos y 
femeninos derivados del mesonefros y a partir de la semana 

siguiente se inicia la diferenciaci6n fenot1pica masculina o 
femenina del embrión. En este tiempo, los precursores genitales 

externos consisten en una hendidura que está unida por pliegues 
uretrales apareados y más lateralmente, por abultamientos 

labioescrotales. La hendidura urogenital está coronada por un 

tubérculo genital precursor del cuerpo cavernoso y el glande. Los 
pliegues uretrales rodeados de mucosa pueden permanecer separados, 

en cuyo caso son denominados labios menores, o se fusionan para 
formar el cuerpo esponjoso conteniendo una uretra fálica. Los 

abultamientos labioescrotales 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 distinci6n entre cl1toris y pene está basada principalmente en 

el tamaflo y en la fusi6n de los labios menores precursores del 

cuerpo esponjoso (Grumbach y Cante, 1985; Grumbach y Conte, 1992). 

Ha sido demostrado claramente por Alfred Jost en experimentos 

clásicos, que las secreciones hormonales del test1culo fetal 

juegan un papel decisivo en determinar la direcci6n del desarrollo 
de los duetos genitales (Moore y Grumbach, 1992). Las estructuras 

primordiales del aparato genital embrionario incluyen 2 sistemas 

de conductos: los conductos de MUller o paramesonéfricos, y los 

conductos de Wolff o mesonéfricos. En presencia de test1culos 
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funcionales, las estructuras mUllerianas involucionan, mientras 
que los conductos de Wolff completan su desarrollo. Si faltan 
test1culos fisiol6gicamente normales o en presencia de ovarios, 
son los duetos wolffianos los que desaparecen por falta de 
estimulaci6n y entonces maduran las estructuras mUllerianas 
(Kofman-Alfaro y cole., 1988). Se necesitan tres hormonas 
testiculares para dirigir la diferenciaci6n fenot1pica masculina. 
La primera de ellas se encarga de la desaparici6n de los conductos 
paramesonéfricos entre las semanas 8 y 11 (Moore y Grumbach, 
1992), y se conoce como hormona inhibidora de estructuras 
mUllerianas u hormona antimUlleriana, llIM (Kofman-Alfaro y cola., 
1988). Esta hormona es un homod1mero glicoproteico unido por 
enlaces disulfuro, con peso molecular de alrededor de 140 kDa, es 
el primer producto secretado por la célula de Sertoli y es un 
miembro de la familia del factor de crecimiento transformante S 
(Josso, 1992). 

En el sexo masculino, la llIM se sintetiza a partir de la 
diferenciaci6n de túbulos semin1feros. El pico en la producci6n 
hormonal coincide con la regresi6n de los duetos mUllerianos y 
disminuye paulatinamente sin llegar a desaparecer totalmente 
(Josso, 1992). No se conoce la funci6n de la llIM producida después 
de la involuci6n de los duetos mUllerianos, aunque se.ha dicho que 

tiene un papel en diferenciaci6n 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 gen de la HIM 
humana en los brazos cortos del cromosoma 19 y el gen se ha 
clonado en el bovino, humano, rat6n y la rata (Mtnsterberg y 
Lovell-Badge, 1991). 

De manera secuencial, después de iniciarse la s1ntesis de HIM 
en la célula de Sertoli, las células intersticiales del test1culo 
fetal se transforman en células de Leydig. La importancia de estas 
células radica en que es el lugar de sintesis de la segunda 
hormona involucrada en el desarrollo fenot1pico masculino: la 

testosterona (Grumbach y Conte, 1992; Josso, 1992). 
La testosterona es una hormona asteroide que se sintetiza en 

la célula de Leydig a partir de unidades de acetato, teniendo como 
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un inter111ediario i111portante al colesterol, y a la pregnenolona 

como li111itante de la ruta sintética, ya que la formación de este 
precursor requiere hormona luteinizante (LH) para activar a los 

complejos mitocondriales 20, 22-hidroxilasa y 20, 22-des111olasa del 
colesterol. Aparte de estos dos complejos proteicos, existen otros 
seis 111:!.s en la s1ntesis de testosterona a partir de colesterol. 

Sin embargo, cronológica111ente la s1ntesis de testosterona por el 
testiculo fetal se realiza antes del inicio de la liberación de 

hormona luteinizante, por lo que esta función temprana es asumida 
por la gonadotropina coriónica placentaria, hCG (Kofman-Alfaro y 

cols., 1988). Se puede detectar producción de testosterona por el 

test!culo desde la novena semana en el feto humano. La m:!.xima 
concentración de esta hormona se produce durante la semana 13 y 

entonces desciende paulatina111ente (Josso, 1992). 

La testosterona promueve la 111aduración 

se111in1feros y estimula a los . duetos de Wolff 

de los t6bulos 

primitivos para 
diferenciarse en epididimo, vasos deferentes, vesiculas seminales 

y conducto eyaculador. Jost demostró que la implantación de un 

cristal de testosterona adyacente al ovario fetal del conejo 

estimulaba la diferenciación de los duetos masculinos del lado del 
illlplante, pero con mucho menor grado en el lado contralateral 
(Grumbach y Conte, 1992). 

La testosterona también se libera a la circulación fetal, en 
donde se une por interacciones débiles a proteínas plasmiiticas 

transportadoras de esteroides sexuales. Las células sensibles a la 

hormona per111iten su entrada por difusión y una vez dentro, se 

convierte en el sustrato de la 5 alfa-reductasa citoplasmi!.tica, 
reacción que origina la tercera de las hormonas responsables del 

fenotipo masculino: la 5 alfa -dihidrotestosterona o DHT (Kofman­
Alfaro y cols., 1988). Cabe 111encionar que la DHT no puede 

aromatizarse a estr6genos, por lo que sus efectos son netamente 

androgénicos. Existen dos isoenzimas 5 alfa-reductasa: una activa 
en medio alcalino (tipo l) y aquélla presente en la próstata con 

pH óptimo :!.cido (tipo 2). En los tejidos como la próstata 

equipados con 5 alfa-reductasa durante el periodo de 

diferenciación fenotipica, la DHT es el andrógeno activo y se sabe 
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que esta hormona viriliza por si 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 andr6genos, 

. aunque la DHT lo hace con mucho mayor afinidad y estabilidad que 

la testosterona. La s1ntesis del receptor de andr6genos estA 
codificada por un gen localizado en el cromosoma X y tiene 

relevancia en algunas anomal1as de la diferenciaci6n fenotipica. 

El complejo macromolecular formado por el receptor-hormona, pasa 

al nlicleo y se une directamente al ADN. Esta interacci6n dispara 

una serie de eventos celulares que se manifiestan como efectos 

virilizantes (Josso, 1992). 

Por efecto de la DHT, los pliegues genitales se ordenan en la 

linea media, se alargan y se fusionan para formar la uretra y el 
cuerpo esponjoso del pene entre las semanas 12 y 14 de gestaci6n. 

También ·por efecto de la DHT ocurre la fusi6n de los 

engrosamientos labioescrotales a los lados de la uretra para 

formar la bolsa escrotal. El tamaño del pene parece aumentar 

linealmente unos o. 7 mm por semana, desde la semana décima hasta 

el término normal (Grumbach y Cante, 1992). 

El fenotipo femenino es un proceso pasivo que el embri6n 

sigue en ausencia de hormonas y otros productos secretados por el 

test1culo, ya que el ovario es irrelevante en diferenciaci6n 

fenotípica. Los genitales externos femeninos muestran poca 

diferenciaci6n comparados con sus equivalentes masculinos. El 

tubérculo genital intacto se transforma en el clítoris, los 

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 duetos 

mUllerianos y forma la porci6n inferior de la vagina. La 

proliferaci6n del septo vesicovaginal extiende el orificio vaginal 

hasta la estructura observada al nacimiento (Grumbach y Conte, 

1985; Kcfman-Alfaro y cols., 1988). 

Un resumen de la diferenciaci6n sexual normal masculina y femenina 

se encuentra en la figura 1.3. 

27 



Gónada 
indiferenciada 

l 
O'\l'atrüo ~ 

/ ~ k:'.: Falta de tjstosterona 
Falta de hormona , / 

antimülleriana '-, 

"¡/ 
Regresión de duetos 

wolffianos 

Desarrollo de 
estructuras müllerianas "~ 

Desarrollo de: 
Clltoris 

lffDF 
""- lles~ócUJíli!.í> 
/ ¿/ ~~ 

Células lerto!I Células de Leydig 

Hormona j 
antimülleriana , / 

~ T::::sterona 

Regresión de du~tos · 1 
müllerianos / , / 

i ·-.. , 

k__ Dihidrotestosterona 
Desarrollo de 

duetos wolffianos "l/ 
U tero 

Trompas de Falopio 

Labios genitales 
Resto de la vagina "I/ 

1 

'l/ 

Tercio superior de la vagina 
Epidldimo 

Vasos de1erentes 
Veslculas seminales 

Desarrollo de: 
Pene 

Escroto 

Figura 1.3 Diferenciación sexual normal masculina y femenina. 

Tomado de Moore y Grumbach, 1992. 
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1.3 Diterenciaci6n sexual patol6qica 

Existen anomal1as en el proceso de la diferenciación sexual 

normal que resultan en diferentes padecimientos como la disgenesia 
gonadal mixta, la disgenesia gonadal pura 46, XY y el 

hermafroditismo verdadero ~6,XX que se describen a continuación. 

1.3.1 Disqenasias qonadalas 

Antes del advenimiP.nto del an6lisis citogenético, el término 
disgenesia gonadal describía a todos los individuos con genitales 

femeninos, estructuras mllllerianas normales y estrías gonadales. 
De estos pacientes, algunos tenían estigmas del síndrome de Turner 

y otros carecían de ellos (Berkovitz, 1992). 

En 1955, Swyer describió la disgenesia gonadal pura 46,XY 
caracterizada por un fenotipo femenino, estatura normal o alta, 
estrías fibrosas bilaterales, infantilismo sexual con amenorrea 

primaria y hAbito eunucoide (Swyer, 1955). 

En 1962 fue descrito el síndrome de diferenciación gonadal 

asimétrica por BergadA y cols •. , y en 1964 Sohval lo denominó 

disgenesia gonadal mixta. Este padecimiento se define por la 

diferenciación gonadal anormal y asimétrica caracterlzada por el 
desarrollo de testículo de un lado y una estría fibrosa 

contralateral (BergadA y cols., 1994). 

1.3.1.1 Disganesia qonadal pura 46,XY 

La disgenesia gonadal pura 46,XY (DGP 46,XY), se caracteriza 

por la presencia de genitales externos completamente femeninos, 

estructuras mllllerianas bien desarrolladas y sustitución de 

gónadas funcionales por es trias fibrosas bilaterales (Berkovitz, 
1992). se ha estimado la incidencia de esta anormalidad en 
1:100000 recién nacidas (McElreavey y cols., 1993b). La detección 

de DGP 4 6, 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 1nujeres con DGP 46,XY tienen ausencia de desarrollo 
mamario pero a cambia tienen vello pübico. ocasionalmente, algunas 
pacientes tienen desarrolla mamario, e inclusive periodos 
menstruales esporAdicos (Gru1nbach y conte, 1992). 

El perfil hormonal de individuos con DGP 46,XY muestra 
anestrogenismo y niveles de las hormonas luteinizante y fol1culo 
estimulante persistentemente elevados. Las concentraciones 
plasméticas de andr6genos se encuentran en el rango de una mujer 
normal. En ocasiones, los andrógenos se encuentran moderadamente 

elevados, probablemente a causa del hipergonadotropismo y el 
subsecuente incremento en la producci6n de androstenediona por las 
células hilares de la estr1a gonadal (Grumbach y Conte, 1985). 
Esta podr1a ser responsable de la clitoromegalia observada en 
algunos de estos pacientes (Berkovitz, 1992). 

Se realiza exploración y remoción quirürgica de estrlas 
fibrosas en DGP 46,XY para minimizar el riesgo de tumores 
gonadales. Puede iniciarse la terapia hormonal ciclica con 
estr6genos y progesterona durante la pubertad (Berkovitz y cals., 
1991) • Se ha reportado que algunas pacientes pueden embarazarse 
después de una fertilización in vitro con un donador del cigoto 
¡sauer y cols., 1989). 

Después de que se descubrió el gen SRY, varios autores se 
interesaron en saber si se encontraba o na este gen en el genoma 
de individuos can OGP 46,XY (Ternes Pereira y cols., 1991; Tho y 
cals., 1992). 

cuando se estableció que la DGP 46,XY puede ser resultada de 
una mutación en SRY o en otro gen que invalide la función de éste, 
las investigadores procedieron al anAlisis molecular de SRY en 
büsqueda de mutaciones. En la literatura reportada, el 80% de la 
mujeres 46,XY can DGP tienen al gen SRY normal y sólo el resto 
presenta alteraciones en este gen (Hawkins, 1993). En la Tabla 1.1 

se muestran las mutaciones reportadas hasta la fecha en casos de 
DGP 46,XY dentro del gen SRY. Cabe destacar que todas las 
mutaciones descritas excepto una, se encuentran en el dominio HMG 
y que supuestamente traen como consecuencia una deficiente 
interacción ADN-proteina. El hecho de que los repartes se limiten 
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Tabla 1.1 Mutaciones encontradas en el gen SRl1 en mujeres 46,XY con 
disgenesia ganada! pura. 

AMINOACIDO 
CASO MUTACION ORIGEN NUMERO CAMBIO REFERENC~A 

AA ATG/ATA de novo 64 M/I Berta y cols, 1990 
JN GTG/CTG HP 60 V/L 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 
CHM039 TGG/TAG de novo 70 W/• Hawkins y cols, 1992a 
207 AAA/ATA ? 106 K/1 Hawkins y cols, 1992b 
208 CCA (del A) de novo 109 CF Hawkins y cols, 1992b 
213 ATC/ATG HP 90 l/M Hawkins y cols, 1992b .... 

"' ML TTC/TCC HP 109 F/S Jáger y cols, 1992 
LG ATC/ACC de novo 68 l/T McElreavey y cols, 1992b 
AS TAT/TAA de novo 127 Y/• McElreavey y cols, 1992b 
NV R McElreavey y cols, 1992b 
ZB CAG/TAG de novo 93 Q/• McElreavey y cols, 1992c 

XYF AAG/TAG de novo 92 K/• Müller y cols, 19928 
SHMSO CGA/GGA de novo 61 R/G Afiara y cols, 1993 
WY57 CAG/TAG HP 73 QI• Afiara y cols, 1993 
WC58 CAG/TAG HP 73 QI• Affara y cols, 1993 
HN31 ATG/ACG de novo 77 M/T Alfara y cols, 1993 
GA55 CGG/TGG ? 132 RIW Afiara y cols, 1993 

HP • herencia paterna, • • codón de terminación, del • delación; CF • cambio de fase de 
lectura; R • delación (25-52 kb) a 1.7 kb del inicio del marco abierto de lectura de SRY. 
Los casos WY57 y WC58 son hermanos. 



a la caja l!MG, se debe a que no se han )>uscado alteraciones en 
otras partes del gen que pudieran ser importantes para su función 
(Bogan y Page, 1994). Se ha informado un caso de reversión sexual 
46,XY asociada con una gran deleción (- 25-52 kb) ubicada hacia 5' 
de SRY, iniciando a O.B kb del inicio de la transcripción del gen, 
En este caso, el gen SRY es normal y se piensa que la reversión 
sexual es consecuencia de alteraciones en los elementos 
reguladores de este gen (McElreavey y cols., l992b). 

Por otro lado, existe un reporte en el cual se estudió a ocho 
mujeres XY con DGP, en el cual no se encontraron mutaciones en el 
gen SRY (Pivni~k y cols., 1992). Estos mismos resultados se 
obtuvieron del análisis molecular de J pacientes con DGP 46, XY 
(Pao y cols., 1993). 

ciertas mutaciones en SRY se han encontrado tanto en mujeres 
46, XY con DGP, como en familiares masculinos normales (Berta y 
cols., 1990; Jager y cols., 1991; McElreavey y cols., 1991; Harley 
y cols., 1992; Hawkins y cols., 1992b; Jager y cols., 1992; Vilain 
y cols., l992b), Se han propuesto varias explicaciones a estos 
descubrimientos, siendo la más lógica aquélla que plantea que la 
variante de SRY puede interaccionar con cualquiera de los dos 
alelos de un segundo gen involucrado en determinación sexual. La 
caracter1stica importante del par de alelos, es que uno tiene 
secuencia normal, mientras que el otro porta una mutación. De esta 
manera, cuando la variante SRY interacciona con el alelo normal 

del segundo gen, se desarrolla un individuo masculino, mientras 
que si es el alelo mutante el que interacciona con la variante de 
SRY, se condiciona la reversión sexual (Vilain y cols., l992b). 

Otro grupo informó de un caso de DGP 46,XY, portador de una 
gran deleción de Yp. Este caso es importante, porque la paciente 
no muestra ningún estigma del s1ndrome de Turner ni al gen RPS4Y, 
supuesto preventor de los estigmas de este s1ndrome en individuos 
46,XY normales (MUller y cols., l992A). 

En la gran mayor1a de los casos, la estr1a gonadal se 
caracteriza por la presencia de un estroma ovárico ondulado, 
mezclado con tejido fibroso y sin fol1culos primordiales. Existe 
un amplio margen en cuanto a la abundancia de estroma ovárico 
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presente en las estrias gonadales. La apariencia histológica de la 

estria fibrosa de una OGP 46,XY es similar a la presente en 

mujeres con sindrome de Turnar (Berkovitz y cols., 1991). 

La incidencia de tumores gonadales es de aproximadamente 30% 
en sujetos con DGP 46,XY; siendo el más común el gonadoblastoma 
(Verp y Simpson, 1987). Los gonadoblastomas son neoplasias 
definidas histológicamente por colecciones de células germinales y 

granulosas, entre cúmulos de células de Sertoli inmaduras, de 
Leydig y lúteas (Page, 1987), que pueden tener calcificaciones 

internas (Berkovitz, 1992). Este tumor se origina principalmente 

en gónadas disgenéticas, es decir, aquéllas con desorganización de 

la arquitectura normal del ovario y testiculo, y que están 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 gónada de 

DGP 46,XY y se cree que provienen de un gonadoblastoma pre­

existente. Aunque es capaz de dar metástasis, el disgerminoma es 

generalmente curable. Un tumor más 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, aún 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, 1987). 
Un articulo reciente menciona que la morfologia microscópica 

de la estría fibrosa puede servir para conocer la existencia o 

ausencia de mutaciones en el gen SRY. Aquéllas estrías fibrosas 
compuestas exclusivamente por estroma ovárico, sin túbulos y con 

nódulos esclerohialinos¡ representan reminiscencias de la gónada 

de una DGP 46,XY debida a mutaciones en la determinación 

testicular. Por otro lado, si en la estría se encuentran túbulos y 

estroma indiferenciado, es probable que la reversión sexual sea 

consecuencia de alguna mutación en la vía de diferenciación 

testicular (Vilain y cols., 1993). 

33 



Existen familias con OOP 46,XY con herencia ligada al 
cromosoma X (Berkovitz y cols., 1991). Además de este hecho, se 
han reportado varios casos esporádicos de este sindrome en sujetos 
con duplicaciones del brazo corto del cromosoma X. El análisis de 
esta duplicación en individuos XY normales y XY con reversión 
sexual, sugiere la existencia de un gen entre Xp2l.2 y xp22.1 
(Scherer y cola., 1989). segt:in Ogata y cols., (1992) este gen 
todavia no caracterizado, se encuentra sujeto a la inactivación y 
directamente involucrado en la génesis testicular. Tomando como 
base una paciente con reversión sexual 46,X,Yp+ y SRY(+), estos 
autores proponen que la presencia de dos copias activas del 
supuesto gen, interfieren con la determinación testicular y 
origina reversión sexual. Es interesante notar que estos pacientes 
con cromosomas X mutantes tienen además anomalias congénitas. 
Retomando la hipótesis de McElreavey y cola., (199Ja) acerca del 
papel del gen SRY como regulador positivo de la detarminación 
sexual masculina y a la prote1na Z como el represor de este 
proceso en la etiologia de la disgenesia gonadal pura 46,XY, puede 
ser posible que la secuencia con la que interacciona la prote1na 
SRY tenga mutaciones y de esta manera evitar la represión de la 
síntesis de z. En este caso, aún en presencia da SRY funcional, 
los individuos 46,XY tenderán a la reversión sexual y a la 
disgenesia gonadal pura. También puede ser posible que la prote1na 
SRY polim6rfica no actúe al 100% y no alcance el umbral necesario. 
Este modelo también explicarla la penetrancia incompleta de esas 
mutaciones (McElreavey y cols.; 1993b). 

Sin embargo, la mayoría de los pacientes con DGP 46,X'l no 
presentan alteraciones en el gen SRY. La reversión sexual 
observada en estos individuos puede atribuirse a mutaciones en 
loci del cromosoma X o autosomas que participan en la cascada de 
diferenciación testicular (Pivnick y cols., 1992). 
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1.3.1.2 Disgenesia gonadal mixta 

Este sindrome está definido por la determinaci6n testicular 
completa de un lado y por la presencia de una estria fibrosa en el 
otro lado. Este patr6n gonadal se asocia con buen desarrollo de 
duetos milllerianos del lado de la estria y los respectivos 
wolffianos del lado donde se encuentra el testiculo (Berkovitz, 
1992). 

El cariotipo mAs frecuente encontrado en la disgenesia 

gonadal mixta (DGM) es el 45,X/46,XY. El desarrollo gonadal 
asimétrico en sujetos con DGM 45,X/46,XY se considera relacionado 
a la proporción relativa de células 45,X y 46,XY presentes en la 
cresta genital. Sin embargo, existen otros complementos 

cromos6micos como 46,XY, 45, X/47, XYY y 46,XX/47 ,XXY (Berkovitz, 
1992; Méndez y cols., 1993). La causa del mosaicismo es 
considerada como la pérdida del cromosoma Y por no disyunci6n 
(Kofman-Alfaro y cols., 1984). 

La mayoria de los pacientes se evalúan al nacer por 
ambigUedad genital. El grado de masculinizaci6n de los genitales 
externos del paciente depende de la extensión en la diferenciación 
testicular (Berkovitz y cols., 1991). 

La producci6n de testosterona, determinada por los niveles 
basales de la hormona o después de la estimulaci6n con 
gonadotropina cori6nica humana es variable, pero frecuentemente se 
halla disminuida (Berkovitz, 1992; Méndez y cols., 1993). 

De manera tipica, los individuos arectados tienen una mezcla 
de estructuras mUllerianas y wolffianas que reflejan la producción 
de la hormona antimUlleriana y testosterona in utero. Un gran 
número de pacientes con OGM también presenta estigmas del sindrome 
de Turner (Berkovitz y cols., 1991; Méndez y cols., 1993). 

Los individuos con DGM 45,X/46,XY presentan un rango amplio 
de fenotipos, aunque la mayoria presentan ambigUedad genital 
(Robboy y cols., 1982). Sin embargo, 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. Más de la mitad de esos 
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sujetos tienen talla baja y en aproximadamente un tercio de ellos 
se encuentran estigmas del s1ndrome de Turnar (Berkovitz, 1992). 

El diagn6stico prenatal ha hecho posible determinar mAs 

precisamente la prevalencia de varias presentaciones clinicas 
entre individuos con mosaicismo 45,X/46,XY. En un estudio de 76 
casos de OGM 45,X/46,XY, 72 de ellos ten1an genitales externos 
masculinos normales. De entre los 4 restantes, todos ten1an 
ambigUedad genital, 3 presentaron hipospadias y el ültimo 

desarrolló genitales femeninos con moderada clitoromegalia. Los 
sujetos con genitales masculinos normales, se analizaron 

histológicamente y en 27 casos se hallaron anormalidades 

testiculares. Este estudio indica que la gran mayor1a de casos de 
DGM 45,X/46,XY tienen fenotipo masculino normal, pero en muchos de 
ellos se esperan signos de disfunción gonadal (Chang y cols., 
1990). 

El diagnóstico de DGM se sospecha en un nillo con genitales 

ambigUos, concentraciones plasm6ticas subnormales de testosterona 
y ausencia de precursores de esta hormona acumulados en el plasma. 

La presencia de estructuras mUllerianas y wolffianas en el 

ul trasonograma incrementa la sospecha de éste padecimiento. El 

diagnóstico se confirma por la histolog1a gonadal (Berkovitz, 
1992). 

Como en todos los 

disgenéticas o estr1as 

casos en que se 
fibrosas asociadas 

encuentran gónadas 

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 pacientes 

(Robboy y cols. , 1982) • Se recomienda la realizaci6n temprana de 

al alto riesgo de que las gónadas una laparotomia, debido 

disgenéticas originen 
gonadoblastoma en un nino 

cols., 1988). 

tumores, y porque se ha reportado 

con DGM a los 15 meses de edad (Olsen y 

Si el asignamiento 

quirürgicamente tanto el 

de género es 

tejido gonadal 

femenino, se remueve 
como las estructuras 

wolffianas. cuando se asigna sexo masculino, se recomienda 

eliminar las estructuras mUllerianas junto con las estrias 
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fibrosas y los test1culos intrabdominales para prevenir la 
aparici6n de neoplasias. Los test1culos intraescrotales pueden 
preservarse dentro del escroto, aunque en estos casos deben ser 
vigilados peri6dicamente (Berkovitz, 1992). 

La DGM puede resultar como consecuencia de defectos en el 
gen SRY que disminuyan pero no eliminen su función como TDF, o de 
mutaciones en otros genes involucrados en la cascada test1culo­

determinante (Berkovitz, 1992). 

1.3.2 Hermafroditismo verdadero 

El término hermafroditismo verdadero (HV) describe una 

condici6n cllnica en la cual se desarrolla tejido testicular y 

ovárico en el mismo individuo (Kofman-Alfaro y cols., 1992). 
Para tomar en cuenta una gónada como ovario, ésta debe poseer 

el estroma caracter1stico y follculos primordiales, mientras que 

el test1culo debe incluir tlibulos semin1feros can células 
germinales (Van Niekerk y Retief, 1981). Aunque se pueden observar 

varios patrones gonadales, la mayorla de los pacientes presentan 
un ovario en un lado del abdomen y del otro lado, un testlculo. La 

combinación 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 walffianas y müllerianas es 

variable y generalmente depende de la extensión del desarrollo 

testicular. También dependiendo de la cantidad de tejido 
testicular presente, varlan los grados de masculinización de los 

genitales externos (Berkovitz y cols., 1992), aunque generalmente 

al nacer predominan los genitales virilizados, y tomando como 

referencia el tamaño del falo, se asigna el sexo masculino en la 

mayor 1a de los casos. La ambigUedad de los genitales internos y 

externos es consecuencia directa de la producción hormonal de las 

g6nadas 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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ambiglledad genital (Kofman-Alfaro y cola., 1992). 
La función end6crina y gametogénica en individuos con !!V, 

proviene de la parte ovárica del ovotestes y del ovario mismo. 
Tanto el tejido testicular aislado, como el integrante del 
.ovotestes, es inactivo en gametogénesis y en producción de 
hormonas masculinas. Algunos hermafroditas presentan hematuria 
c1clica, misma que puede tomarse como periodos menstruales debidos 
a ovulación espontánea o inducida (Kofman-Alfaro y cols., 1992). 

La frecuencia de los cariotipos observados en HV varia en 
diferentes poblaciones: En Europa y Africa es más coman el HV 
46,XX, que ocurre en aproximadamente 58\ de los casos (Ramsay y 
cols., 1988; Berkovitz y r.ols., 1992; Braun y cols., 1993), 
mientras que existe el predominio de HV 4 6, XY en Japón (Van 
Niekerk y Retief, 1981). En occidente, el quimerismo 46,XX/46,XY 
se observa en - 14% de los pacientes. 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 población dos 
terceras partes de los pacientes presentan un cariotipo 46,XX y el 
resto está conformado por HV 46,XX/46,XY, 46,XY y otros mosaicos 
cromosómicos (Kofman-Alfaro y cols., 1992). La presentación 
c11nica es prácticamente la misma aQn en casos de HV con diversas 
constituciones cromosómicas (Berkovitz, 1992). 

La gónada más frecuentemente observada en los casos de HV es 
el ovotestes, con localizaciones inguinales, intrapélvicas o 
labioescrotales. En SO\ de los casos, los tejidos ovárico y 
testicular se hallan dispuestos en forma término-terminal. La 

mayor1a de estas gónadas mixtas, tienen una llnea delimitante 
entre los dos tejidos (Van Niekerk y Retief, 1981). 

El hecho de que el tejido ovárico es firme y el test1culo es 
suave durante la palpación, es muy valioso en la localización de 
las gónadas de un recién nacido con genitales externos ambigUos. 
Casi todos los ovotestes tienen una apariencia macroscópica 

diagnóstica. La porción ovárica de esta gónada tiene una 
superficie rugosa, mientras que la región testicular tiene una 
apariencia lisa y brillante (Van Niekerk y Retief, 1981). 
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La 111orfoloqla de la porción ovárica de un ovotestes, es 
práctica111ente normal, aunque en niños puede encontrarse una 
reducción de la cantidad de fol1culos pri111ordiales. Es interesante 
señalar que en aproxi111ada111ente la 111itad de los ovotestes, la parte 
ovárica 111uestra señales de ovulaci6n, En comparación, la porción 
testicular es histológicamente anormal, presentando esclerosis 
tubular, hiperplasia de células de Leydig y abundancia de células 
de Sertoli en el lumen de los tübulos seminiferos. La localización 
del ovotestes es una funci6n directa de la cantidad de test!culo 
presente (Van Niekerk y Retief, 1981). 

Los genitales internos dependen del tipo de g6nada presente, 
as1, se encuentra principalniente trompa en el caso de ovario u 
ovotestes, y epid1dimo junto al test1culo. Sin e111barqo, en cuatro 
casos se halló epid1dimo y/o conducto deferente junto a la trompa 
y próximos al ovotestes, lo que sugiere que el desarrollo de estas 
estructuras es interdependiente (Kofman-Alfaro y cols., 1992). 

La razón por la que se extirpa quirürgicamente el ovario 
durante la niñez en HV con sexo de asignación masculino, es para 
evitar que durante la pubertad se desarrolle ginecomastia. El 
desbalance existente entre la producción basal de testosterona y 
estradiol, as1 como la activación del ovario, son los responsables 
de la qinecomastia presente en todos los casos de l!V (Kofman­
Alfaro y cols., 1992). 

l,J.2.1 Hermafroditismo verdadero 46,XX 

Dos s1ndromes se caracterizan por determinación testicular en 
sujetos con un cariotipo aparentemente normal 46,XX: el varón XX 
(VX) y el hermafroditismo verdadero 4 6, XX. En la primera 
condición, la determinación testicular es completa mientras que en 
el hermafroditismo verdadero existe reversión sexual incompleta, 
lo que resulta en el desarrollo de ovario y testiculo. La razón 
por la que se incluye el hermafroditismo verdadero 46,XX junto con 
el varón 46,XX es porque se pfonsa que tienen un 
representan manifestaciones alternativas del 
genético (Abbas y cols., 1990). 
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La mayorla de los VX tienen genitales externos masculinos 
normales, pero en el 10\ 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 ambigUedad 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 s1ndrome de Kl!ncfel ter excepto por la talla 
baja. Aunque el falo y el escroto son normales, el tamaño 
testicular es menor. Antes de la pubertad, la ultraestructura 
testicular es normal, pero en adultos hay ausencia de 
espermatogonias, degeneraci6n de túbulos seminlferos 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 prácticos, puede clasificarse a los 
VX 46,XX y HV 46,XX en dos grupos: aquéllos que poseen secuencias 
del cromosoma Y en su genoma y los que carecen de ellas 
(McElreavey y cols., 1992a; Van der Auwera y cols., 1992; Fechner 
y cols., 1993). 

cuando ambos padecimientos están asociados con ·1a presencia 
de cromosoma Y pueden explicarse por la hipótesis de Ferguson­
Smith (1966). Este autor propuso que durante la recombinación 
entre los cromosomas sexuales en la meiosis paterna existe 
translocaci6n 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 podrla explicar 
el desarrollo testicular. También plantea que la variación en la 
extensión de la inactivaci6n del cromosoma X portador de las 
secuencias del Y, d:í como consecuencia sujetos con determinación 
testicular completa (VX) o en otros casos, determinación 

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 reportado por lo menos nueve estudios 

intentando encontrar secuencias de Yp y Yq en HV 4 6, XX. Durante 

este periodo, se han encontrado más de 30 pacientes negativos para 
secuencias del cromosoma Y mediante un gran nümero de sondas 

(Vergnaud y cols., 1986; Page y cols. , 1987; Ramsay y cols. , 1988; 

Abbas y cols., 1990; McElreavey y cols., 1992a; Tho y cols., 

1992). A ra1z del descubrimiento de SRY, Jager y cols. (1990b), 

reexaminaron 7 casos de HV 46,XX que previamente se habían 

reportado negativos para secuencias del cromosoma Y. Se detectó la 

presencia de PABY y 75 kb proximales de ADN de este cromosoma en 

uno de los casos. 
Con respecto a los VX portadores 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 san más complicados de explicar. Generalmente, en 

este grupo los pacientes tienen grados variables de ambigüedad 

genital (Abbas y cols., 1990). Asimismo, en este grupo pueden 

llegar a coexistir en la misma familia, casos de HV 46, XX y VX 

46,XX con anormalidades genitales. En una familia se encontraron 2 

vx 46,XX que ten1an un primo y un t1o con diagnóstico de HV 46,XX 

(Skordis y cols., 1987). Al estudiar a un HV 46,XX con ovotestes 

bilaterales, Palmer y cols., 
paciente mencionado tenla 

(1989) encontró que un hermano del 

cariotipo 4G,XX y test1culos 

bilaterales. En otra familia se localizaron dos casos de VX. Estos 

descubrimientos, han permitido postular una etiolog1a com(in para 

ambos padecimientos (Abbas y cols., 1990). Una teoria que intenta 

explicar la presencia de test1culos en individuos 46,XX establece 

que en estos pacientes existe mosaicismo críptico con lineas 
celulares 46,XY o 47,XXL Sin embargo, en la mayoria de estos 

casos, se ha descartado esta posibilidad mediante el empleo de 

técnicas moleculares, aunque la gran mayoría de reportes se 

limitan a buscar secuencias del cromosoma Y en ADN extra1do de 

leucocitos, sin comparar con otros tejidos (Berkovitz y cols., 

1992). Como consecuencia, la atención se ha enfocado en descubrir 
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otras posibles etiologías para la presencia testicular en estos 
pacientes (Fechner y cols., 1993). 

La última teoria que trata de explicar los HV 46,XX y VX 
46,XX asume que en estos pacientes con grados variables de 
reversión sexual existen mutaciones autos6micas dominantes o 
ligadas al X que permiten el desarrollo testicular en ausencia de 
TDF (Berkovitz y cols., 1992; Fechner y cols., 1993). 

Esta última teoria ha cobrado fuerza actualmente y no sólo 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 : asociación 
de reversión sexual con el s1ndrome WAGR (Tumor de Wilm's, 
aniridia y retardo mental). El locus WT-1 para este conjunto de 
anomal1as se ha asignado en llplJ (Van Heyningen y Hastie, 1992). 
El enanismo camptomélico es un síndrome de herencia autosómica 
dominante caracterizado por múltiples anomalías en la formación de 
cartílago y hueso. Esta patología se ha encontrado asociada a DGM 
(Berkovi tz, 1992) . Finalmente, existen casos de reversión sexual 
en individuos con cromosoma Y intacto y deleciones terminales de 
9p, Estudios detallados permiten establecer la existencia de un 
gen en 9p24, involucrado en desarrollo testicular (Bennett y 
cols., 1993) • Tomados 
papel de al menos 
(Berkovitz, 1992), 

en conjunto, estos resultados sugieren el 
loci autosómicos en testiculogénesis 

1.J.2.2 Otros complementos cromosómicos 
en al Hermatroditismo Verdadero 

Los mecanismos genéticos productores de HV asociado a 
cariotipos diferentes del 46,XX son distintos a los expuestos en 
el capitulo anterior. Por esta razón, se considera al HV como una 
condición genéticamente heterogénea con una variedad de etiologlas 
(Berkovitz, 1992; Linskens y cols., 1992). 
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No se ha establecido hasta ahora la etiologia del HV 46 ,X'i. 

El grupo dirigido por Gary Berkovitz ha propuesto que el mecanismo 
responsable de esta anormalidad de la diferenciación gonadal es 

similar al productor de la disgenesia gonadal mixta 46,X'i 

(Berkovitz y cols., 1992). 

Cuando existe determinación testicular parcial a causa de la 

mutación en un gen involucrado en las primeras fases del 

desarrollo testicular, varias regiones de la cresta gonadal pueden 

diferenciarse hacia testiculo, mientras que otras áreas no 

alcanzan a ser estimuladas y se convierten en ovario. Bajo tales 
condiciones, los follculos primordiales en el tejido ovárico 

pueden entrar en una etapa previa de degeneración, seguida por un 

periodo rápido de muerte celular. En este modelo, el fenotipo 

podria depender del tiempo en el cual existe involución ovárica: 

si permanecen muchos foliculos primordiales, la condición 

resultante se llama HV, pero si el parénquima ha desaparecido 

totalmente y sólo se encuentra tejido estromático, entonces se 

habla de disgenesia gonadal. Esto implica que un ovoteste y una 

gónada disgenética pueden ser diferentes presentaciones de un 
mismo proceso etiológico (Berkovitz, 1992). 

Recientemente se reportó un caso muy interesante de HV 46,XY. 

El paciente con sexo de asignación femenino y ovotestes 
bilaterales imbricados, presentó dos mutaciones puntuales en la 

caja HMG del gen SRY en ADN obtenido de las gónadas. Una de las 

mutaciones era silenciosa, mientras que la otra (sustitución de 

leucina por histidina) se tomó como el mecanismo responsable del 

padecimiento. No se encontraron tales mutaciones cuando se analizó 
el ADN extraido de sangre del paciente y de su padre. Los autores 

plantean que este fenotipo es consecuencia directa de la citada 

mutaci6n poscig6tica, debida probablemente al efecto mutagénico de 

ciertos disolventes orgánicos, a los cuales estuvo expuesta la 

madre durante el embarazo (Braun y cols •• , 1993). 
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tos HV portadores de m&s de una linea celular permiten 
explicar m&s f&cilmente el origen de las gónadas. El quimerismo 
46,XX/46,XY hallado en un porcentaje de HV, puede. provenir de una 
doble fertilización, intercambio de células entre gemelos 
dicigóticos de diferente sexo, o por errores mit6ticos 
poscig6ticos. En estos pacientes y en aquéllos con HV relacionado 
a mosaicismo 45,X/46,XY, la determinación gonadal anormal puede 
deberse a la relación entre el número de células que contienen un 
cromosoma Y y aquéllas que carecen del mismo (Linskens y cols •• , 
1992). Por esta raz6n, existe la hipótesis de que la DGM 
45,X/46,XY tiene una forma de HV in utero (Berkovitz, 1992). 
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1.4 La reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR) 

La introducción de la reacción en cadena de la polimerasa o 
PCR (del inqlés "Polymerase Cha in Reaction") ha venido a 
revolucionar la bioloqia molecular, ya que permite la 
amplificación 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 metodoloqia permite analizar in vitro secuencias 
especificas de un qen a partir de una qran variedad de fuentes 
biolóqicas como sanqre deshidratada, tejidos frescos, raices de 
cabello, muestras de tejidos incluidos en soportes sólidos e 
incluso muestras tan antiqüas como momias y mAs aün, de animales 
hoy extintos. 

1.4.1 FUndamento de la reacci6n 

Este procedimiento estA basado en la realización de ciclos 
repetitivos de desnaturalización del ADN molde, el alineamiento de 
dos oliqonucleótidos con las secuencias complementarias al ADN de 
interés, y la extensión de las cadenas de ADN a partir del extremo 
3 '-OH de cada oliqonucleótido mediante la actividad de una ADN 
polimerasa. De esta manera, la amplificación de una secuencia 

determinada estA definida por la función exponencial 2n donde n es 

el nümero de ciclos (Mullis y Faloona, 1987). 

1.4.2 Los ciclos 

Si la secuencia a amplificar se localiza en ADN gen6mico, 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 reacción entre 40 y 60ºC durante un minuto, los dos 

oligonucleótidos 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 solución se 
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Figura 1. 4 La raacci6n an cadena da la polimarasa (PCR) • 

Tomado de Thompson y cols, 1991. 
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calienta a 72°C y se mantiene as1 durante otro minuto. Al conjunto 

de estas etapas se le conoce como un ciclo de amplificación (Innis 

y cols., 1990). 

El tiempo de incubación a 72°C varia de acuerdo a la longitud 

del producto deseado, aunque una regla emp1rica señala que por 

cada kilobase de secuencia esperada se debe incubar la mezcla de 

reacción un minuto en cada ciclo. Es posible eliminar el paso de 

extensión si la secuencia por amplificar es menor o igual a 150 
pares de bases. La enzima retiene actividad significativa a bajas 
temperaturas y la s1ntesis completa puede ocurrir durante la 

transición entre el alineamiento y la desnaturalización (White, 

1993). 
Generalmente, ·el primer ciclo de amplificación es precedido 

por un paso de desnaturalización 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 nümero deseado de 
ciclos de amplificación, la mezcla de reacción se incuba a 72°C 

entre 5 y 10 minutos para permitir que los fragmentos amplificados 

se encuentren como dobles cadenas (Innis y cols., 1990). 

En la mayoria de los casos, las secuencias amplificadas se 

obtienen en cantidades suficientes para su aniílisis 

electroforético en geles de agarosa o poliacrilamida, dependiendo 

de la resolución deseada. Los geles de agarosa frecuentemente 

incorporan bromuro de etidio en su matriz y debido a esta 

caracter1stica, permiten la visualización 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 

hibridación con oligonucleótidos internos a la secuencia 

amplificada (White, 1993). 

La desnaturalización es el paso critico del ciclo t1pico de 

PCR, ya que de ella depende la disponibilidad de cadenas sencillas 

y por lo tanto, el apareamiento de los oligonucleótidos a las 

secuencias complementarias. Ademiís la temperatura de alineamiento 

determina la especificidad de la reacción, debido a que las 

temperaturas bajas originan apareamientos inespec1ficos, que traen 
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como consecuencia la amplificaci6n de secuencias no deseadas; por 
otra parte, la temperatura de alineamiento demasiado alta evita la 
uni6n de los oligonucle6tidos al ADN resultando en una falta de 
amplificaci6n (Arredondo-Peter, 1993). 

Ciertamente el número de copias generadas durante la reacci6n 
de PCR es muy grande, pero no es infinito. Después de un cierto 
número 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 Taq 
polimerasa (Sardelli, 1993). 

El desarrollo tecnol6gico y el uso de las ADN polimerasas 
termoestables han permitido la automatizaci6n de todo el proceso y 
en la actualidad se cuenta con una gran diversidad de equipos 
llamados termocicladores que efectúan los ciclos de temperatura de 
manera automática y con gran precisi6n (Perkin-Elmer, 1992). 

1.4.J Los com~onentes de la reacci6n 

La composici6n básica de una mezcla de PCR incluye al ADN 
molde, el amortiguador de amplificaci6n, los oligonucle6tidos, ADN 
polimerasa y los trifosfatos de desoxirribonucleótidos. 

a) ADN molde 

Puede estar en forma pura o más comanmente estar mezclado con 
otras biomoléculas y además puede presentar degradación parcial. 
Estas dos características han permitido el uso de ADN de diversas 
muestras como las ya señaladas (Arredondo-Peter, 1993). 

Las secuencias ideales para someterse a PCR tienen entre 150 
y 500 pb de longitud, aunque otras más grandes corno 2 kb, pueden 
ser amplificadas eficientemente. Es conveniente que la secuencia 
elegida sea Cinica, de esta manera se evitan competencias 

indeseables. Asimismo, se recomienda que esta secuencia Cinica se 
encuentre en cantidades entre 0.1 y 1.0 microgramos para minimizar 
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el nW.ero de ciclos de amplificaci6n requeridos. Aunque la 
sensibilidad de la reacci6n en cadena de la polimerasa es muy 
grande, el riesgo de contaminaci6n con trazas de ADN se incrementa 
cuando el nWllero de copias originales es bajo (White, 1993), 

b) Bl amortiguador 

La soluci6n amortiguadora estándar 
composición siguiente: KCl 50 mH¡ Tris-HCl 
1. 5 mH y 100 µg de gelatina por mililitro 

para PCR tiene la 
lO mH, pH 8.4; MgC12 
de soluci6n ( Innis y 

cols., 1990). Destaca de entre estos componentes la concentración 
de Mg2+ ya que la eficiencia y la especificidad de la reacci6n 
dependen de este parámetro, especialmente sobre la actividad de la 

ADN polimerasa. Los mejores resultados se obtienen cuando la 
concentraci6n de este ion varia en el intervalo de 1. 5 a 4 mM, 

considerando que la concentraci6n de EDTA deberá ser baja porque 
puede complejar al Mg2+. Aunque en la composición del amortiguador 

de PCR no aparece el EDTA, se menciona porque se encuentra 
comQnmente en los amortiguadores de disoluci6n de ADN (Erlich, 
1989). Altas concentraciones de Mg2+ y de otros iones monovalentes 
inhiben a la Taq polimerasa: 40-50% de la enzima pierde su 
actividad cuando MgC12 10 mM. En cambio, se observa un 
incremento en la velocidad de síntesis de esta polimerasa cuando 
la concentraci6n de KCl es de 50 mM, mientras que si este limite 
se rebasa, se presenta inhibición enzimática (Innis y cols., 

1990). 

o) Loa oligonuole6tidos 

Para llevar a cabo cualquier amplificaci6n por PCR deben 
disenarse un par de oligonucle6tidos sintéticos que hibriden con 
regiones del ADN molde y que se localicen en los extremos de la 
regi6n de interés. cada oligonucle6tido se debe orientar con su 
extremo 3 •OH hacia el otro, es decir, deben estar encontrados y 

ser complementarios para ambas cadenas del ADN molde. La longitud 
promedio de los oligonucle6tidos oscila entre 15 a 30 nucle6tidos 
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y su secuencia debe presentar la mayor similitud posible con la 
regi6n que se pretende amplificar. Debe evitarse que ambos 

oligonucleótidos tengan secuencias complementarias entre al 

principalmente en los extremos 3' -OH porque fomentan la 
concatenación entre ellos. Generalmente la distancia promedio de 
un aligonucleótido al otro oscila entre 100 y 1000 pb, delimitando 

asi la secuencia por amplificar (Innis y cols., 1990). 

El contenido de G+C en los oligonucle6tidos es el principal 

determinante de la temperatura de fusión: un aumento en la 
proporci6n de estas dos bases es directamente proporcional al 

incremento de Tm o temperatura de fusión (Tm corresponde a la 
temperatura a la cual la mitad del AD~ se encuentra como cadenas 
sencillas) (Sambrook y cols., 1989). 

Es recomendable determinar el valor de Tm para cada par de 

oligonucleótidos, ya que este valor es necesario para calcular la 

temperatura te6rica de alineamiento segl1n la ecuación: 

Ta = Tm - 5°C = 2(A+T) + 4(G+C) - s•c 

Donde Ta es la temperatura te6rica de alineamiento 
(Arredondo-Peter, 1993) • Normalmente el valor de Ta oscila entre 
55-65ºC, sin embargo segl1n las caracteristicas del sistema de 

amplificación, Ta puede variar significativamente hasta alcanzar 

valores fuera del intervalo mencionado. La práctica general 
consiste en mantener a los oligonucle6tidos en la solución de 

amplificación a una concentración entre 0.1 y 1.0 mM de cada uno 

de ellos (Erlich, 1989). En el diseño de los oli9onucle6tidos, 
pueden incluirse sitios de restricci6n, 11tiles para la clonación 
del producto amplificado en caso necesario (White, 1993). 

d) ADN polimerasa 

Durante la reacci6n de sintesis de una cadena de ADN, la ADN 

polimerasa incorpora desoxirribonucle6tidos (dNTPs) al formar un 

enlace fosfodiéster entre el grupo hidroxilo libre en el extremo 

3' de la cadena naciente y el grupo fosfato en 5' del nucleótido 
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entrante. La energ!a para esta reacción proviene de la hidrólisis 
del fosfato gamma de cada dNTP que se incorpora (Ausubel y 
cols., 1990) • 

Todas las ADN polimerasas necesitan un oligonucleótido 
cebador que se encuentre en el lugar de inicio de la s!ntesis de 
la cadena complementaria al ADN molde. El oligonucleótido cebador 
es un pequefio fragmento iniciador de l\RN que proporciona el 
extremo 3'-0H libre para que actüe la enzima. Asimismo, todas las 
ADN polimerasas trabajan en dirección 5•.,3• (Sambrook y cols., 
1989). 

El grupo que desarrolló la metodolog!a de PCR a mediados de 
la década pasada, empleó al fragmento Klenow de la ADN polimerasa 
I de E. cali para catalizar la extensión del fragmento deseado a 
J7°C. Obviamente en el siguiente paso desnaturalizante, la enzima 
perd!a su actividad y en el próximo ciclo babia la necesidad de 
agregar una nueva cantidad de enzima, lo cual resultaba en un 
procedimiento laborioso y costoso (Saiki y cols., 1985; Mullís y 

Faloona, 1987). 
Poco después se utiliz6 la Tag ADN polimerasa, la enzima 

termoestable proveniente de Thermus aguaticus, una bacteria que 
crece en aguas termales a 70-75'C (Saiki y cols., 1988). A partir 
de este descubrimiento, Taq es la ADN polimerasa más utilizada en 
PCR, tanto en su forma nativa extra1da de T. aquaticus, o la 
recombinante obtenida de E. coli, conocida como AmpliTaq ADN 
polimerasa (Innis y cols., 1990). 

El nombre genérico de esta enzima es EC 2. 7. 7. 7 
desoxinucleósido trifosfato: ADN desoxinucleotidiltransferasa. La 
Taq polimerasa tiene 832 aminoácidos con un peso molecular de 
93. 91 kDa, y una actividad especifica de 200000 U/mq (U es la 

cantidad de enzima requerida para incorporar 10 nanomoles de 
desoxirribonucleótidos en material ácido insoluble durante JO 
minutos a 74°C, usando un ADN molde activado de esperma de salmón 
(Perkin-Elmer, 1992)]. su temperatura óptima se encuentra entre 

los 75 y 80°C, y es una polimerasa con alta procesividad debido a 
que la velocidad de incorporación de nucleótidos Kcat, es de unos 
150 nucle6tidos por segundo (La procesividad es la capacidad de 
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una polimerasa para incorporar 
cebador, sin disociarse del 
importante, la Taq polimerasa 
después de 130, 40 y 6 

nucle6tidos continuamente desde el 
ADN molde). Como característica 
conserva el 50% de su actividad 

minutos a 92.5, 95 y 

respectivamente. AdemAs de los nucle6tidos ordinarios, 
97.5°C, 
la Taq 

polimerasa puede incorporar anAlogos como 5' -trifosfato de 7-
deaza-2' -desoxiguanosina (Innis y cols., 1990; White, 1993). 

En los ültimos a~os se han introducido nuevas ADN polimerasas 
termoestables para ser usadas en PCR. Tal es el caso de la enzima 
aislada de la bacteria termof ilica Thermus thermophilus (Tth) o la 
Tma polimerasa proveniente de Thermotoga marítima, una bacteria 
que crece a temperaturas superiores a 90ºC (Erlich y Arnheim, 
1992). Miis recientemente se inici6 la comercializaci6n 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 Taq polimerasa, tiene actividad 
de exonucleasa 5'»3' pero carece de esta funci6n en sentido 3'n5'; 

otras ADN polimerasas termoestables tienen actividad de 
exonucleasa en ambos sentidos (Erlich y Arnheim, 1992). 
Recientemente se han lanzado al mercado var !antes obtenidas por 
ingenier1a genética, como ha sido el fragmento Stoffel de la Taq 
polimerasa, que no tiene la actividad de exonucleasa 5•.,3 1 de la 
enzima nativa y es priicticamente insensible a concentraciones 
altas de Mg2+(Perkin-Elmer, 1992). 

La elecci6n 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 
reacci6n la s1ntesis 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 parAmetro importante de las ADN polimerasas es la 

fidelidad. Este parAmetro mide la exactitud de la reacci6n de 

s1ntesis y por lo tanto, refleja los errores cometidos por la 
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polimerasa. cuando se hace secuenciación usando PCR, la fidelidad 
es muy importante, ya que un error de la polimerasa puede 
observarse como una mutación 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 1 »5' correctora de 
pruebas, por lo que estas enziuas pueden ser la elección para 
fines de secuenciaci6n (Gelfand y Sninsky, 1993). 

a) Los trifosfatos da desoxirribonucla6tidos (dNTPs) 

Los trifosfatos de desoxirribonucleótidos son los mon6meros 

que la ADN polimerasa incorpora en la cadena complementaria al 
molde de ADN. 

Es importante la concentración de dNTPs en la reacción de 
amplificación, ya que a bajas concentraciones podr1a reducirse la 
eficiencia del proceso por reactivos limitantes. En cambio las 

concentraciones altas de dNTPs alteran significativamente los 
niveles de Mg2+ libres en la reacción, por la formación de 

complejos dNTP-Mg. Si la concentración de cada dNTP excede los SO 
mM, hay inhibición total de la actividad de la Taq polimerasa 
(Erlich y Arnheim, 1992) • 

La concentración recomendada para cada dNTP es de 200 µM; sin 
embargo, es importante mantener la concentración equimolar entre 

los cuatro dNTPs, para evitar que la Taq polimerasa incorpore 
algll.n dNTP equivocado en determinadas posiciones, y de esta manera 
incrementar la tasa de error de la enzima por nucle6tido 
polimerizado. La tasa de error de incorporación se calcula 

dividiendo la unidad entre el número de bases a la cual ocurre una 
mutación (Gelfand y Sninsky, 1993). 

Se ha calculado la tasa de error experimental de la Taq 

polimerasa en 1.5 x 10 y 0.1 x 10 para sustituciones o cambios del 
marco de lectura, respectivamente (Erlich, 1989). 

En términos metodológicos, es importante definir lo que se 
conoce como condiciones estAndares en PCR: Tris-HCl 10 mM, pH B.3; 

KCl so mM, MgC12 l.S mM, dNTPs 200 µM/cada uno y 2.s unidades de 
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Taq polimerasa, usando un termociclador con el siguiente perfil 

térmico: un minuto a 94°C para la desnaturalizaci6n, un minuto a 
55°C para el alineamiento y un minuto a 72°C para la extensión 
(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 deberá hacerse una 
curva de concentración creciente, empezando generalmente en l.5 mM 
hasta 4 mM con un incremento de o.s mM cada vez y observando si en 

cada concentración existe o no amplificaci6n. La concentración en 
la cual se observa mejor el producto deseado, es la que deberli 

usarse para posteriores reacciones. Cabe sel\alar que la 
optimización de la concentración de Mgcl2 deberá hacerse siempre 

que se usen nuevos oligonucle6tidos o reactivos de otro fabricante 

(Wages y Fowler, 1993). 
En cuanto a los dNTPs, frecuentemente basta con ajustar la 

concentración de cada nucle6tido a 200 ~M para tener los mejores 
resultados. En caso de no ser as1, deberá buscarse la 
concentraci6n óptima, que será la misma para los cuatro 
nucleótidos (Wages y Fowler, 1993). 

El rendimiento de la reacción puede abatirse si se usan 

cantidades menores a l. 5 Unidades de enzima. Es conveniente usar 
entre l. 5 y 3. o Unidades de Taq polimerasa para obtener los 

mejore~ resultados. con altas concentraciones de enzima se fomenta 

la s1ntesis de productos inespecificos e incluso la desaparici6n 

de la banda esperada si el número de ciclos es mayor a 40 

(Sardelli, 1993). 
Aunque no toma parte en la reacci6n de amplificaci6n, el 

aceite mineral tiene una importante funci6n en PCR. Evita que 

durante los pasos de desnaturalizaci6n se evapore el agua en la 

cual están disueltos todos los cocponentes de la reacción y se 

alteren las concentraciones de todos ellos. El aceite mineral 

puede adicionarse cuando todos los reactivos se encuentran en la 

soluci6n de amplif icaci6n o antes de agregar la enzima, modalidad 
que se conoce como "Hot Start" PCR. Este procedimiento permite una 
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desnaturalización extensiva sin pérdida de actividad de la 'Z'aq 
polimerasa, misma que se incorpora a la mezcla de reacción cuando 
la temperatura desciende encre 10-ao•c (D'Aquila y cols., 1991). 

Una comunicaci6n reciente menciona que el uso de aceite 
.mineral como recubrimiento de las mezclas de PCR puede acarrear la 
formaci6n de amplificados inespec1ficos y que tales 
contaminaciones pueden minimizarse si se emplea parafina de alta 
pureza (ffébert y cols., 1993). Las nuevas generaciones de 
termocicladores prescinden del aceite mineral como recubrimiento y 

en su lugar se emplean ceras inertes (Perkin-Elmer, 1992). 
Además del anAlisis electroforético convencional, es posible 

realizar detecciones calorimétricas de los productos amplificados 
si los oligonucleótidos acarrean ligandos tales como la biotina. 
En tal procedimiento, el ADN amplificado se transfiere a un 
soporte sólido que tiene en su superficie prote1nas de anclaje 
para el oligonucleótido y se adiciona avidina conjugada con 
peroxidasa. La alta afinidad de la avidina por la biotina permite 
una uni6n especifica. Finalmente se adiciona un cromógeno junto 
con H2o2 para el desarrollo de color (Kemp y cols., 1989). 

Una manera más fina de detección es realizar secuenciaci6n 
para saber si el producto amplificado es la secuencia esperada y 

para analizar 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 
caracter!stica tanto la amplificación de secuencias que se 
encuentran repetidas varias veces dentro de un genoma, como la 
detecci6n de secuencias de copia Cínica. También por esta razón, 
puede amplificar moldes no deseados que se encuentran como 
contaminantes en el medio ambiente o en el material de laboratorio 
usado durante la preparaci6n de las muestras. se ha aconsejado que 
el lugar donde se mezclan los componentes de PCR esté separado 
f1sicamente del sitio donde se encuentra el termociclador, y que a 
su vez el an&lisis de los productos de la reacción se lleve a cabo 

en otro laboratorio, para asi disminuir en lo posible la 
contaminación. se han usado varios métodos para eliminar el ADN 
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extrafto de la mezcla de reacci6n, como la irradiaci6n gamma o con 
luz ultravioleta, esterilizaci6n en autoclave y mediante 
tratamiento enzimático de la soluci6n reactiva sin el ADN molde 
con varias nucleasas, todos ellos sin resultados absolutamente 
convincentes (Bélak y Ballagi-Pordány, 1993). 

1,4,4 Aplicaciones de PCR 

El impacto de esta metodolog1a en las ciencias biol6gicas ha 
sido de tal magnitud, que descripciones detalladas de cada una de 
las aplicaciones de PCR, se encuentran en libros dedicados sólo a 
esta tecnolog1a (Erlich 1989, Innis y cols., 1990; White, 1993). 
Aqu1 s6lo se mencionan brevemente·algunos usos de PCR, 

Con justa raz6n, entre un 70 y sot de las aplicaciones de PCR 
reportadas en la literatura, están enfocadas a la detecci6n de 
agentes pat6genos, en particular virus y bacterias. Esto es 
posible debido a que se ha caracterizado de manera total en 
algunos casos y parcial en otros, el genoma de los pat6genos más 
frecuentes; tomando en consideración durante el diseno de los 
oligonucle6tidos aquéllas secuencias conservadas a través de la 
evolución (Erlich, 1989). Este procedimiento tiene la gran ventaja 
de ser versátil, sencillo, sensible y rápido cuando se compara con 
los métodos tradicionales de análisis que implican reacciones 
metabólicas, tinciones especificas, serolog1a e inclusive algunos 
procedimientos histol6gicos (Arredondo-Peter, 1993). 

Uno de los campos principales de PCR en el diagnóstico 
cl1nico es la detecci6n de secuencias del virus de la 
inmunodeficiencia humana (HIV-1) que causa SIDA. Otro virus ocupa 
también un campo importante de aplicaci6n de PCR: el papilomavirus 
humano (HPV) , asociado a ciertos tipos de cáncer cérvico-uterino 

(Arredondo-Peter, 1993). 
Recientemente, estas aplicaciones cl1nicas de PCR se han 

favorecido en gran medida con el desarrollo de procedimientos que 
permiten llevar a cabo la amplificación de los fragmentos de 
interés, inclusive a partir de muestras que se han procesado 

histológicamente y que se conservan como laminillas. La variante 
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que permite estas aplicaciones se conoce como PCR in si tu, y 

resulta de mucha utilidad para el análisis retrospectivo (Bagasra 
y cols., 1992; Gressens y Martin, 1994). 

No s6lo puede amplificarse ADN por PCR, sino que es posible 
extender esta metodolog1a también al ARN. En estudios de expresi6n 
génica ea conveniente saber si existe o no algún ARNm de interés, 
y en caso de existir transcrito, es deseable conocer el nivel de 
expresi6n 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 molécula de ADNc puede 
servir de molde en la reacci6n en cadena de la polimerasa usando 
los oligonucle6tidos adecuados. El proceso de retrotranscripci6n 
acoplado a PCR se conoce con las siglas RT-PCR. El sistema de 
detecci6n puede ser tan simple como la observaci6n bajo luz uv de 
los productos separados por electroforesis o en casos necesarios, 
puede realizarse hibridaci6n con oligonucle6tidos internos que 
sirven como sondas (Innis y cols., 1990). 

con respecto al estudio de niveles de expresi6n, existe una 
metodolog1a disei\ada para este prop6sito y que se denomina PCR 
cuantitativo (Innis y cols., 1990). Inicia con un proceso de 
retrotranscripci6n, seguido por amplificaci6n del ADNc con el par 
de oligonucle6tidos adecuados. El producto de la reacci6n se 
separa en gel de agarosa tei\ido con bromuro de etidio y se 
fotograf1a. De manera alternativa, se hibrida el fragmento que se 
amplific6, con una sonda marcada complementaria con alguna regi6n 
interna. De esta manera, cuando la amplif icaci6n de la muestra 
problema se lleva a cabo simultáneamente con controles de 
concentraci6n conocida, es posible determinar el nivel de 
expresión de un gen. Este procedimiento ha sufrido muchas 
modificaciones, entre las cuales sobresale la amplificación de un 

ADN molde que compite con el fragmento de interés, de manera que 
al adicionarlo en cantidades variables a las mezclas de PCR que 

contienen una cantidad fija de AD!I de interés, y al utilizar el 
mismo par de oligonucle6tidos para ambos fragmentos de ADN, puede 
calcularse el nivel de amplificaci6n de este último, al comparar 
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densitométricamente la intensidad de las bandas generadas. La 

distinci6n entre ambos amplificados está dada por los diferentes 
tamai\os al resolver la mezcla en gel de agarosa. El nGJnero de 
moléculas de la muestra inicial se determina para aquélla 
coamplificaci6n en donde la proporci6n del gen competitivo con 
elmolde sea igual a 1 (Arredondo-Peter, 1993). Esta modalidad 
cuantitativa ha sido denominada PCR competitivo (Innis y cols., 
1990; White, 1993). 

Una vez amplificada cierta regi6n, en el paso siguiente se 
procede a su análisis, con métodos tales como secuenciaci6n o 

clonaci6n del fragmento en algún vector. Este último procedimiento 
puede facilitarse si durante el disei\o de los oligonucle6tidos se 
incorporan sitios de restricci6n en los extremos 5' de tal manera 
que después de realizar PCR es· posible clonar las secuencias 
amplificadas aprovechando estos sitios de restricci6n en el vector 
(Erlich y Arnheim, 1992). 

La aplicaci6n de PCR en terrenos forenses y legales está 

basada en la variabilidad genética que existe entre los 
individuos, además de la gran sensibilidad del método, lo que ha 
permitido amplificar fragmentos· a partir de cantidades tan 
pequeñas de ADN como las que se encuentran en sangre seca, células 

epiteliales, semen e incluso de ra1ces de cabello. Con esta 
metodolog1a ha sido posible exonerar o culpar a un individuo entre 
un grupo de sospechosos de haber cometido algún crimen (Innis y 
cola., 1990). 

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

1.s La técnica histol6gica de la parafina 

Independientemente de la raz6n, siempre que se extirpa un 
tejido de un individuo se realiza un examen histológico de rutina 

y se conserva la pieza. En la gran mayor1a de los casos, el tejido 
se somete a una fijaci6n inicial seguida de otros procedimientos 
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para concluir en la inclusi6n en un soporte s6lido, generalmente 

parafina. La. técnica histol6gica de la parafina se encuentra 

resumida en la Figura 1.5. 

Dentro del contexto metodológico, la fijaci6n del bloque de 

tejido es uno de los pasos cruciales. La fijaci6n se refiere al 

proceso de conservaci6n morfol6gica y estructural propiciado por 
una soluci6n fijadora, la cual permite analizar morfológicamente 

al tejido después de la muerte celular. Los fijadores deben poseer 

varias caracter1sticas para usarse en el laboratorio de 

Histolog1a. Deben inactivar los sistemas enzimáticos, 

especialmente aquéllos que causan aut6lisis, como los contenidos 

lisosomales. Un buen fijador favorece la deshidrataci6n y la 

tinción del tejido, ya que vuelve insolubles los componentes 

tisulares y además actúa como mordente. Posee además la capacidad 

de impedir las alteraciones osmóticas y por este hecho previene la 

ruptura de las estructuras durante el procedimiento. Al 

desnaturalizar y precipitar lás prote1nas provoca el 

endurecimiento del tejido, y as1 facilita el corte. Los fijadores 

qu1micos se clasifican de acuerdo a su poder oxidorreductor en 

oxidantes como los compuestos de osmio y mercurio, además de 

algunos ácidos orgánicos, y en reductores como el etanol, acetona 

y formaldeh1do. Algunos fijadores son especificas para 

determinadas estructuras celulares y tisulares, por ejemplo la 

solución de Bouin es usada para la fijación de tejidos 

embrionarios (CPEP, 1988). 

El fijador más utilizado en Histolog1a es el formaldeh1do 

diluido al 10%, solución conocida como formalina. Este fijador se 

introduce a la célula por difusi6n y a través de su grupo 

carbonilo provoca una gran cantidad de reacciones con las 
biom6leculas (CPEP, 1988). El formaldeh1do produce en los ácidos 

nucleicos la formaci6n de bases de Schiff con los grupos amino 

libres de los nucleótidos y la exposici6n de nucleoprote1nas a 

este agente qu1mico provoca enlaces cruzados entre el ADN y las 

prote1nas. El hecho de que estos procesos son reversibles en 

solución acuosa, sugiere que el ADN puede recuperarse del tejido 

fijado con formaldeh1do (Dubeau y cols., 1986). 
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Bloque de tejido foMeruñdo ¡po; foio¡p:sña o ruecropsña} 

Fijación {co!Th forma~ñrua ne1.n~ra) 

Lavado fooill agll!a} 

Deshidratación fooll'I e~aM~ 80%, 95% y 100%) 

Aclaramiento fooll'I xo~eM) 

Infiltración foon ¡pairafü11a 1hmdñola) 

Inclusión fooi11 ¡parnfüu>1 hmdlidlaJ 

Corte ~eD'll~rn 5-110 µm en 1.nn mi1cm~omo) 

Tinción (colíl lhema~oxmil1a y eosill"da} 

Figura 1.5 La técnica histológica de la parafina. 
Entre paréntesis se encuentran las condiciones empleadaE ge.;,e;~:·fl&ri~ 0 • 

Tomado de CPEP, 1988. 
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Generalmente, todos los pasos de la técnica histológica de la 
parafina excepto la inclusión y el corte, se efecttlan en un 
aparato llamado Histokinette, equipado con varios recipientes 
donde se colocan los reactivos necesarios y además, puede 
proqramarse para realizar los cambios del tejido de un. frasco a 
otro de manera automática (CPEP, 1988). 

El tlltimo paso consiste en el corte. Este se efecttla 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 deberá estar 
limpia, sin muescas y fria para evitar la fusión de la parafina 
ocasionada por altas velocidades de corte, Para fines histológicos 

el espesor del corte es muy importante, siendo el intervalo usado 
entre 5 y 10 mm (CPEP, 1988). 

El destino acostumbrado de los cortes es tefiirse con 
hematoxilina y eosina, y ser analizado bajo los objetivos de un 

microscopio. Una vez que el diagnóstico histológico se ha 
realizado, el tejido pasa a ser un bloque más dentro del archivo 
biológico (CPEP, 1988). Por esta razón, la contribución de Goelz 
es muy importante, porque marc6 la pauta para realizar estudios 
retrospectivos a nivel molecular en tejidos incluidos en parafina 
(Goelz y cols., 1985; Shibata y cols., 198Ba). 

1.6 Extracción de ADN de tejido incluido en parafina 

En 1985 Goelz y colaboradores intentaron con buen éxito la 
extracción de ADN de tejidos fijados en formaldehido e incluidos 
en parafina por los procesos histológicos ordinarios. Este estudio 
pretendia estudiar el qenoma en células de carcinoma colorectal 

humano y la idea original de usar los bloques de tejido incluido 
en parafina surqi6 como consecuencia de la baja frecuencia de 
recolección de tejido fresco y de la posibilidad de realizar 
estudios· retrospectivos. Una gran cantidad de muestras de este 
tumor y muchos otros, se encontraban almacenadas en los archivos 
patológicos de los hospitales, hecho que motivó a este grupo a 
buscar un método para extraer ADN gen6mico de estos tejidos y 
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usarlo primero en hibridación ADN-ADN tipo Southern y tipo "dot 

blot", y posteriormente en hibridación in si tu (Goelz y cols,, 

1985). 

Los procedimientos convencionales para extraer ADN de bloques 

.embebidos en parafina incluyen varios pasos, el primero de los 

cuales corresponde a la eliminación de la parafina. El número de 
cortes y el grosor de los mismos var1an de acuerdo a las 

necesidades da cada autor (Goelz y cols., 1985¡ Oubeau y cols., 

1986¡ Impraim y cols., 1987 ¡ Shibata y cols., 1988a¡ Greer y 

cols., 1991¡ Kallio y cols., 1991), La desparafinización puede 

realizarse de 2 maneras principalmente, aunque la mAs usada y 

recomendada es la disolución de la parafina en un disolvente 

apropiado como n-octano o xileno (crisan y cols., 1990; Greer y 

cols., 1991¡ Braun y cols., 1993). El otro método de 

desparafinización se basa en la fusión de la parafina a 65°C y el 

congelamiento sübito del corte en nitrógeno liquido. AdemAs de 

extraer ADN, con este procedimiento puede obtenerse ARN de buena 

calidad para efectuar RT-PCR (Santos y Osório-Almeida, 1993). De 

entre estos métodos de .desparafinización, la gran mayor1a 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 proteol1ticas. Con mAs 

frecuencia, los tejidos se tratan con proteinasa K en medio 

desnaturalizante, aunque también puede usarse pronasa con 

resultados similares. El tiempo de incubación, las concentraciones 

de proteasa y la composición del amortiguador de digestión 

dependen de cada autor (Innis y cols., 1990). Una simplificación 

metodológica evita los tratamientos enzimAticos 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 reacción de amplificación por PCR (Shibata y 

cols., l988a¡ Shibata y cols., l9BBa; Kallio y cols., 1991), sin 
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embargo, al hervir la muestra pueden solubilizarse componentes 
inhibitorios de PCR haciendo sinergismo con trazas de fijadores 
remanentes (Innis y cols., 1990¡ Kallio y cols., 1991). 

Si se realiza digestión proteol1tica, se eliminan los restos 
de prote1nas por extracciones con fenol-cloroformo, y finalmente 
se realiza una precipitación etan6lica del ADN (Goelz y cols., 
1985¡ Impraim y cols., 1987; Braun y cols., 1993). 

Inicialmente, el ADN extraído se usó para hibridación ADN-AD!l 
tipo southern y tipo "dot blot" con muy buenos resultados. Con la 
aparición de PCR, se empezó a extraer ADN para usarlo como molde 
en las reacciones de amplificación enzimlltica (Shibata y cols., 
1988a; Shibata y cols., 1980b; 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 restricción e hibrida eficazmente con sondas marcadas con 
compuestos radiactivos. La movilidad electroforética del ADN 
extraído de tejido incluido en parafina es ligeramente menor que 
la del ADN aislado de muestras frescas. Ademlls, el ADN extra1do de 
tejido fijado en formalina e incluido en parafina puede clonarse 
en vectores plasm1dicos (Goelz y cols., 1905). 

Con respecto a la degradación observada en el ADN extraído de 
bloques de parafina, se propone que puede ser causa del fijador o 
de otras razones. Una de ellas puede ser la acción de las 
nucleasas entre el tiempo de extracción de la pieza y la fijación, 
aunque en un estudio se mostró que no hay degradación 
significativa entre el tejido fijado inmediatamente y aquél que 
permaneció 24 horas a 4ºC antes de la fijación (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, mllxime si son neoplásicos. Se 
cree además que el almacenamiento del bloque por periodos 
prolongados puede traer como consecuencia la degradación paulatina 
del ADN presente (Goelz y cols., 1905). Aunque se ha extraído ADN 
de tejido incluido en parafina de 40 años y se ha usado 
exitosamente como molde para amplificación por PCR (Shibata y 
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cols., 1988b), no necesariamente significa que el ADN permanece 
intacto indefinidamente en los bloques incluidos en soportes 
sólidos. Entre más tiempo transcurre desde el montaje, se 
amplifican sólo secuencias de bajo peso molecular por PCR (Greer y 

cols., 1991). 
Como ya se mencionó, la fijación 

histológica que tiene más efectos 
es el paso de la técnica 
sobre las reacciones de 

de ADN extraido de tejido amplificación enzimática a partir 
incluido en parafina. No todos los métodos de preservación o 
fijación proporcionan ADN apropiado para usarse en PCR, El efecto 
de la fijación se evalúa por la capacidad del ADN del tejido 
tratado para servir como molde en la amplificación. De este modo, 
mientras se encuentren productos amplificados de gran tamaño, 
significará que el fijador no causó mayores daños 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 sometió a PCR. Los 
mejores resultados 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 ácido acético-etanol-formalina, 
comprometen la eficiencia de la amplificación, pero no en las 
proporciones inhibitorias de soluciones fijadoras muy ácidas como 
las de Carnoy y Zenker. No sólo influye el fijador usado, sino 
también el tiempo de fijación. En un ensayo con los fijadores 
arriba mencionados, se probó el efecto de 24 horas de fijación. 
Los resultados mostraron la incapacidad del ADN molde para dirigir 

la sintesis de productos mayores a 1 kb con todos los fijadores 
analizados, excepto la acetona. Con estos estudios se ha 
comprcbado que el tiempo de fijación es muy importante. Cabe 
señalar que en ocasiones las muestras permanecen mucho tiempo en 

soluciones fijadoras, antes de procesarlas, como por ejemplo en 
expediciones zoológicas. Muestras como éstas, tendrán una notable 
ausencia de ADN de alto peso molecular. La Taq polimerasa cornete 
errores cuando sintetiza una hebra complementaria a un ADN dañado 
por efecto del fijador, lo cual se traduce en mutaciones del 

producto amplificado por PCR (Greer y cols., 1991). 

64 



2. Plante&llliento del Problema y Objetivos 

La disgenesia gonadal mixta, la disgenesia gonadal pura 46,XY 
y el hermafroditismo verdadero 46,XX, son sindromes originados por 
anormalidades en la diferenciación sexual. Las gónadas son 
diferentes en cada uno de estos padecimientos. La aplicación de 
técnicas de biologia molecular al ADN obtenido de las gónadas 
presentes en cada uno de estos padecimientos, permite comprender 

con má$ claridad el desarrollo gonadal patológico. En este 
sentido, el primer paso a seguir en el estudio molecular del 
genoma gonadal consiste en la extracción de ADN a partir de 
gónadas fijadas en formaldehido e incluidas en parafina. 

El presente trabajo consiste en la estandarización de una 
técnica para extraer ADN a partir de gónadas 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 ADll para realizar estudios 

de amplificación enzimática de secuencias centroméricas de los 
cromosomas X y Y. 

Los objetivos particulares de este trabajo son: 

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

2) Realizar un análisis cualitativo y cuantitativo del ADN 
extraido de los bloques de ovario y testiculos normales incluidos 

en parafina •. 
J) Extraer ADN a partir de tejido gonadal incluido en 

parafina de pacientes con diferentes anomalias de la 

diferenciación sexual. 
4) Obtener ADN a partir de sangre de individuos normales 

(controles) y de pacientes con diferentes anomalias de la 
diferenciación sexual. 

5) Amplificar secuencias alfoides de los cromosomas sexuales 
por PCR en el ADN extraido de sangre de los controles y de los 
pacientes, asi como en ADN extraido de las gónadas controles y de 

las gónadas de los pacientes. 
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3. Parte experimental 
3.1 Soluciones empleadas 

a) NaCl 5.0 M. 
b) Tris (hidroximetilaminometano) 1.0 M, pH 7.6. 
c) SOS (dodecilsulfato de sodio) al 10\. 
d) Amortiguador de extracción: Tris 100.0 mM, NaCl 100.0 mM, 

EDTA (sal disódica del ácido etilendiaminotetracético) 10. O mM. 

Esterilizar por filtración. 
e) Amortiguador de digestión: Tris 50.0 mM pH 7.5, EDTA 10.0 

mM, NaCl 150.0 mM. Esterilizar por filtración. 
f) Amortiguador Tris-EDTA (TE) pH 8.0 : Tris 10.0 mM, EDTA 

1.0 mM. Esterilizar en autoclave. 

g) Amortiguador de lisis de eritrocitos (ALE): Tris 10. O mM, 

NaCl 10.0 mM y MgC12 5.0 mM. Esterilizar en autoclave. 
h) Amortiguador de lisis de leucocitos pH 7.6-8.0 (ALL): Tris 

lo.o mM, EDTA 10.0 mM, NaCl 50.0 mM y 0.2\ de sos. Esterilizar en 
autoclave. 

i) Acetato de sodio J,O M. Esterilizar por filtración. 
j) Solución de proteinasa K (de Tritirachium album) (20 

mg/ml) en agua estéril. conservar a -2o•c. 
k) Solución concentrada de oligonucleótido 50 mM en agua 

estéril (grado cultivo celular) . 
l) Alllortiguador de carga para electroforesis: azul de 

bromofenol 0,25t, xilencianol 0.25t y 15.0 t de Ficoll. Conservar 

a 4°C. 
m) Alllortiguador de corrida para electroforesis TBE lX 

(solución concentrada 5X: Tris 0.4 M, H3so3 0.4 M y EDTA 0.01 M). 

3.2 Equilibración del fenol 

Las finalidades de la equilibración del fenol son la 
neutralioación de su acidez y la saturación con agua. Usar 
solamente fenol redes ti lado grado biologia molecular, sin 
productos derivados de su oxidación, ya que éstos provocan daños a 
los ácidos nucleicos. 
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1, Fundir el fenol a 65°C por calentamiento en bafio mar1a. 
2, Adicionar un volumen de Tris l. o M pH a, o y o, s g de s­

hidroxiquinole1na como antioxidante. Mezclar con agitaci6n 
magnética durante dos horas protegiendo de la luz con papel, o en 
frasco á.mbar. 

J, Dejar en reposo hasta la separaci6n de las fases, Medir el 
pH de la fase superior (acuosa). En caso de que el pH < 7, 6, 
aspirar la fase acuosa y eliminarla. 

4. Adicionar un nuevo volumen de Tris i.o· M pH B.O. Agitar 
nuevamente protegiendo el recipiente de la luz. 

s. Repetir el paso J, Concluir la operaci6n cuando 7.6 < pH< 
a.o. Almacenar el fenol a 4°C en frasco á.mbar. 

3.3 Extracción de ADN a partir de bloques de gónadas 
fijadas en formaldebido e incluidas en parafina. 

Las g6nadas de individuos normales y de los pacientes 
estudiados fueron proporcionadas por los Servicios de Patolog1a 
del Hospital General de México, SSa; del Instituto Nacional de la 
Nutrici6n "Salvador Zubirá.n", SSa; y del Hospital General "Manuel 
Gea Gonzá.lez 11 , SSa. 

Se describen a continuaci6n 4 métodos para extraer ADN de 
bloques de g6nada 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 Método A. 

Este método incluye digestión proteol1tica y extracciones con 
fenol, cloroformo y alcohol isoamilico (Erickson, 1992). 

l. Cortar el tejido a 10 µm en un microtomo. Depositar 
cortes en un microtubo de l.S ml y guardar hasta su uso. 

2. Eliminar el exceso de parafina de cada corte mediante un 

bisturL 
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3. oesparafinizar el tejido con 400 µl de xileno. Agitar el 
microtubo suavemente al menos durante 5 minutos. 

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

5. Adicionar 500 µl de etanol absoluto y agitar suavemente. 
6. Repetir secuencialmente los pasos 4, 5 y nuevamente el 4. 
7. Calentar el microtubo a 48ºC en bafio maria para evaporar 

el etanol remanente. 
8. Agregar 100 µl de amortiguador de extracción, 10 µl de SOS 

10\ y 2.0 µl de .proteinasa K (20 mg/ml). Agitar suavemente. El 
amortiguador de extracción proporciona la fuerza iónica y pH 
necesarios para la acción proteolitica de la enzima y las 
propiedades tensoactivas del SOS permiten eliminar membranas. 

9. Incubar a 42ºC toda la r.oche. 
10. Adicionar 150 µl de fenol equilibrado y agitar. El fenol 

desnaturaliza los polipéptidos remanentes y permite que los restos 
de prote1nas pasen a la fase orgAnica. 

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 µl de fenol-cloroformo l: l y agitar 

suavemente. Repetir el paso 11. 
14. Adicionar 150 µl de cloroformo-alcohol isoam1lico 24: l 

(CHC13-AIA) y agitar suavemente. Repetir el paso 11. La mezcla 
CHC13-AIA, ademAs de actuar como disolvente de restos de 
prote1nas, permite una mayor definición de la interfase y previene 

la formación de espuma. 
15. Agregar 15 µl de acetato de sodio 3 M y agitar. 
16. Adicionar 330 µl de etanol absoluto frie. Mantener a -

2o•c durante 12 horas. 
17. Centrifugar a 16400 g durante 15 minutos. 
18. Afiadir 10 µl de amortiguador Tris-EDTA y almacenar a -

3,3,2 M6todo B. 
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Este método de extracción de ADN prescinde de la digestión 
enzimática y de las extracciones con f enol y cloroformo (Kallio y 

cols, 1991). 

l. Cortar el tejido a 5 µm en un microtomo. Depositar 5 
cortes en un microtubo de 1.5 ml y guardar hasta su uso. 

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

3. Centrifugar a 12000 g en una microcentrlfuga durante 5 
minutos. Desechar el sobrenadante por inversión del tubo. 

4. Repetir los pasos 2 y 3. 
5. Adicionar 500 µl 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 evaporación. 

8. Adicionar 50 µl de aqua destilada estéril y homogenizar el 
contenido. 

9. Colocar el microtubo en un baño de ebullición a 93 •c por 
10 minutos. 

10. Depositar el microtubo en un baño de hielo por 5 minutos. 
11. Centrifugar a 12000 g durante 5 minutos. 
12. Usar inmediatamente o conservar a -2o•c hasta su uso. 

3.3.3 Método c. 

Además de la digestión enzimática y la extracción con 
disolventes orgánicos, esta técnica incluye una hidratación 

gradual del tejido y la sustitución del etanol po~ 2-propanol en 
el paso de precipitación (Braun y cols, 1993). 

l. Cortar el tejido a 30 ¡¡m 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 microcentr1fuga durante 10 
minutos. Desechar el sobrenadante por inversión del microtubo. 

4. Repetir los pasos 2 y 3. 
5. Afladir l ml de etanol al 96% y agitar suavemente durante 

15 minutos. 
6. Repetir el paso 3. 

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

s. Repetir el paso 3. 

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

10. Repetir el paso 3. 
11. Evaporar el etanol a temperatura ambiente. 
12. Adicionar 350 µl de amortiguador de digestión (Tris-HCl 

50.0 mM pH 7.5¡ EDTA 10.0 mM, NaCl 150.0 mM) y sos hasta el 1%. 
Agitar suavemente. 

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

14. Incubar a 55°C por un minimo de 12 horas. 
15. Afladir 350 µl de fenol-cloroformo-alcohol isoam1lico 

(25:24:1) y agitar por 10 minutos. 
16. Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos. 
17. Transferir la fase superior a otro microtubo sin 

arrastrar material de la interfase. 
18. Adicionar 350 µl 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 µl de isopropanol y agitar suavemente. 
22. Dejar a -2o•c durante una noche. 

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

24. Evaporar el isopropanol a so•c durante 10 minutos. 
25. Adicionar 20 µl de amortiguador Tris-EDTA. 

3.3.4 Hitado D. 

Es una técnica modificada a base de las técnicas A y c. 
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l. Cortar el tejido a 10 µm en un microtomo. Depositar 3 
cortes en un microtubo de 1.5 ml y guardar hasta su uso. 

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

3. Centrifugar a 16400 g en una microcentrifuga durante 10 
minutos. Desechar el sobrenadante por inversi6n del microtubo. 

4. Añadir O. 5 ml de xileno ultrapuro y agitar. Repetir el 
paso 3. 

5. Adicionar l. O ml de etanol 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 aguja y colocar el microtubo en baño maria a so•c 
durante 5-7 minutos para evaporar el etanol remanente. 

8. Retirar el Para film, dejar enfriar, agregar 200 µl de 
amortiguador de extracci6n, 20 µl de sos 10% y agitar. 

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

10, Añadir (después de 16 horas de incubación) 50 µl de 
amortiguador de extracción, 2.5 µl de proteinasa K e incubar hasta 
que el contenido del tubo sea incoloro. 

11. Colocar el microtubo en un bloque de calentamiento a 97ºC 
por 10 minutos para ir.activar la proteinasa K. Dejar enfriar a 
temperatura ambiente. 

12. Adicionar 140 µl de fenol equilibrado y 140 µl de una 
mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 v/v (CHC13-AIA). 

Agitar durante 5 minutos hasta formar una emulsión. 
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 µl de la mezcla CHC13-AIA y agitar por 5 

minutos. Repetir el paso 13. 
15. Adicionar 25 µl de acetato de sodio 3.0 M para alcanzar 

una fuerza iónica adecuada para el paso 16. 
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16. Precipitar el ADN con 460 111 de 2-propanol. Agitar 
suavemente y dejar toda la noche a 4•c. 

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

18. Eliminar el exceso de isopropanol por inversión del 
microtubo y evaporación del remanente a ss•c por 5 minutos. 

19. Disolver el ADN en 30 ¡¡l de amortiguador Tris-EDTA (TE) y 

almacenar a -2o•c. 

3.4 El<tracci6n de ADN a partir do leucocitos totales 

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

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

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 sólo 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 solución hipotónica que provoca la ruptura selectiva de 
la membrana eritrocitaria por choque osmótico. 

5. Centrifugar a 330 g durante 10 minutos para sedimentar el 
paquete de leucocitos. Eliminar el sobrenadante por inversión del 
tubo sobre una solución 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 botón celular de cada tubo en el siguiente 
medio de digestión: o. 5 ml de ALE + 2. 5 ml de amortiguador de 

lisis de leucocitos (ALL) + 15 ¡¡l de proteinasa K de 20 mg/ml. 
Agitar suavemente. 

s. Sellar con Parafilm e incubar en baño maria con agitación 
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a 42°C durante toda la noche. Finalizar la incubaci6n cuando el 
liquido de los tubos sea incoloro. 

9. Afladir 1.5 ml de fenol 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 la 
interfase. 

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

13. Adicionar J.O ml de CHC13-AIA, sellar y agitar suavemente 
hasta formar una emulsi6n. 

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 i6nica para precipitar el ADN con 150 
¡.&l de NaCl 5 M. 

16. Agregar 2 vol11menes (12 ml) de etanol absoluto a -2o•c, 
cubrir con Parafilm y agitar muy suavemente por inversi6n 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 soluci6n de 

etanol al 70\ a -2o•c. Contaminantes solubles en esta soluci6n se 
eliminan mediante estos lavados. 

19. Dejar secar el ADN sobre la pipeta Pasteur a temperatura 
ambiente por espacio de s minutos. 

20. Disolver el ADN en amortiguador Tris-EOTA (TE). El 
volumen de amortiguador TE usado varia de acuerdo a la cantidad de 
ADN extraido, siendo el rango entre 200 y 400 ¡.il, Conservar a 
2o•c. 

3,5 Determinaci6n cuantitativa del ADH extraido 
a) ADH extraido da g6nadas incluidas en parafina. 

l. Diluir 30 ¡.il de muestra con 470 ¡.il de amortiguador TE. 
Esta diluci6n se justifica por la baja cantidad de muestra y por 
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la disponibilidad de un espectrofot6metro que emplea volúmenes 
mayores a 0.5 ml (Beckman DU-50 Spectrophotometer). 

2. Determinar la absorbancia de esta diluci6n a dos 
longitudes de onda: 260 y 280 nm. A 260 nm absorben los 
componentes aromáticos de los nucle6tidos y por lo tanto, a ésta 
longitud de onda se determinan ácidos nucleicos. El hecho de que 
los tres aminoácidos aromáticos absorban luz UV de longitud de 
onda de 280 nm, permite detectar la presencia de proteínas 
(Ausubel y cols, 1990). 

3. Obtener la concentraci6n de ADN presente en la muestra, 
tomando en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale 
aproximadamente a 50 µg de ADN bicatenario/ml: 

[ADN)= A260 * 50 µg/ml * FD * (1 ml I 1 X 103 µl) 

Donde [ADN) son los microgramos de ADN presentes por 
microlitro, A260 es la absorbancia registrada a 260 nm y FO es el 
factor de diluci6n. 

4. Determinar la cantidad extraída de ADN según el siguiente 
algoritmo: 

m= ([ADN) * Vf) / 1 ul 

donde Vf es el volumen de disoluci6n (30 µl). 

b) ADN extraido de leucocitos circulantes. 

El procedimiento es el mismo que en a) , s6lo que la dilución 
es l: 100 ( 10 µl de muestra + 990 µl de amortiguador TE) y el 
volumen de amortiguador TE (Vf), es diferente. 

3.6 Amplificaci6n da secuencias centroméricas de los 
cromosomas sexuales por reacci6n en cadena de la polimerasa. 

Usar microtubos de polipropileno de o.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 var6n (debido a la amplificación de secuencias sexo­
espec1ficas): trabajar siempre tras un acr1lico limpio, usar doble 
guante, bata abotonada y cubrebocas. 

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

2. Hacer los cálculos de las cantidades de los reactivos que 
se usan de acuerdo a la siguiente distribución: 

Reactivo Volumen Concentraci6n 
(¡¡l) final (¡¡M) 

Amortiguador de PCR lOX: Tris-HCl 
100.0 mM pH 8.3, KCl 500.0 mM, MgCl2 
15.0 mM, gelatina o.01t p/v (*l 
MgC12 50 mM 
dATP (10 mM) (*) 

dC'l'P (10 mM) (*) 
dGTP (10 mM) {*) 

dTTP (lO mM) (*) 
oligonucle6tido 1 (50 ¡¡M) (**) 
oligonucle6tido 2 (50 ¡¡M) (**) 
Perfect match polymerase enhancer (PMPE) 
ADN 
H20 

(***) 

10.0 1X 
l.O 2.5 
l.O 200 
l.O 200 
LO 200 
l.O 200 
o.5 0.5 
0.5 0.5 
0.5 

cbp so.o ¡¡l 

Perkin-Elmer Cetus (*), Bio-synthesis (**)y Stratagene (***l· 
Para amplificar secuencias centroméricas del cromosoma X, 

usar el par de oliganucle6tidos Xl y X2; para secuencias 
centroméricas 'l-espec1ficas emplear los oligonucle6tidos 'll y Y2 
(Witt y Erickson, 1989; Witt y Erickson, 1991): 

Xl: 5'-AATCATCAAATGGAGATTTG-3 1 

X2: 5'-GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA-3 1 

'll: S'-ATGATAGAAACGGAAATATG-3' 
'l2: 5'-AGTAGl\ATGCAAAGGGCTCC-3' 
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(): - Emplear 5 µl de muestra para amplificar ADN extra1do 
de g6nadas incluidas en parafina. 

() :- Usar un microgramo de muestra, para amplificar ADN 
extra1do de leucocitos circulantes (calculado en base a la 
concentraci6n obtenida de la le.atura a 2 60 nm) • 

3. Preparar una mezcla de preamplificaci6n con los reactivos, 
excepto el ADN y el agua: adicionar secuencialmente el 
amortiguador de 

oligonucle6tidos y 
PCR lOX, 

finalmente 

dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 

el PMPE. Agitar muy bien. 
reactivos se mantienen en hielo durante esta operación. 

los 
Los 

En la preparación de la mezcla de preamplificaci6n, tomar en 
cuenta el nQmero de reacciones de amplif icaci6n (n) y hacer mezcla 
de preamplificaci6n para n+l tubos, con el objeto de tener un tubo 
como control negativo de la amplificación. 

4. Emplear el par de oligonucle6tidos controles #1 y #2 (2.5 
µl de cada uno) para amplificar una secuencia de 500 pb del genoma 

del bacteriófago lambda (5 ng). De manera simultánea a las 
muestras, procesar este tubo que sirve como control de los 
reactivos de amplificaci6n. 

Control #1: 5'-GATGAGTTCGTGTCCGTACAACTGG-3' (Perkin Elmer-cetus) 
Control #2: 5'-GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGCC-3' (Perkin Elmer-Cetus) 

5. Adicionar el volumen calculado de agua a cada tubo de 

reacción. 
6. Agregar el volumen de muestra a cada tubo y agitar en un 

V6rtex a baja velocidad. 
7. centrifugar a 16400 g por 30 segundos para sedimentar el 

volumen. 
8. Adicionar el volumen calculado de la mezcla de 

preamplificaci6n a cada tubo (n+l/n microlitros). Agitar en 

V6rtex. 
9. Repetir el paso 7. 
10. Depositar 2 gotas de aceite mineral ultrapuro en cada 

tubo para prevenir la evaporación del agua durante el proceso de 

amplificación. 
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11. Acomodar los tubos en el termociclador (Techne PHC-1) 
situado detrás de un acr1lico para minimizar en lo posible la 
contaminaci6n al abrir los tubos en el paso 12). Activar el 
programa desnaturalizante: 95°C / 9.9 minutos; 72ºC / 7 minutos. 

12. Adicionar 2. 5 Unidades de AmpliTaq 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 detrás qel acr1lico. 

13. Utilizar el siguiente programa para amplificar secuencias 
centromliricas de ambos cromosomas seKUales (X y Y): 40 ciclos 
(95ºC / l minuto; 48°C / minutos; 72°C / 3 minutos) y un paso de 
extensi6n de 9.9 minutos a 72°C. 

3.7 Análisis de los productos amplificados mediante 
electroforesis en gel de agarqsa. 

l. Sellar ambos extremos de un portagel con cinta adhesiva. 
2. Colocar el peine sobre el portagel como molde para los 

pozos. 
J. 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 precauci6n de restituir el volumen evaporado de agua. 
7. Adicionar 10 ml de amortiguador Tris-boratos-EDTA (TBE 

5X) una vez que la agarosa se encuentra soluble. Agitar y dejar 

enfriar. 
a. Af\adir 5 ¡.il de una soluci6n de bromuro de etidio (10 

mg/ml) y agitar. 
9. Vaciar esta solución al portagel sellado, cuidando de no 

dejar burbujas, principalmente en el área del peine. Esperar a la 

formaci6n del gel. 
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10. Retirar el peine con precauci6n para no romper los pozos. 
11. Diluir 1:5 una soluci6n de TBE SX para tener el 

amortiguador de corrida (TBE lX). 
12. Depositar el portagel con el gel dentro de la cámara de 

electroforesis y adicionar suficiente TBE lX hasta cubrir el gel. 
13. Distribuir varias al1cuotas de 3 µl de amortiguador de 

carga para electroforesis en una tira de Parafilm. 
14. Tomar alicuotas de 15 µl de los productos amplificados 

por PCR y mezclar con 3 µl de amortiguador de carga para 
electroforesis. Incluir un marcador de peso molecular en el rango 
del producto esperado, 

15. Transferir cuidadosamente los 18 µl de la mezcla a un 
pozo del gel de agarosa. Si se tienen varias muestras, hacer este 
paso rápidamente para prevenir la difusi6n de los productos en el 
gel. 

16. Cerrar la cámara 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. Si se va a fotografiar el gel, usar un filtro rojo. 
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ESTA 
SALIR 

4. Resultados 

TESIS 
DE LA 

NO DEIE 
BIBLIBTECA 

Se probaron 3 métodos (A, B y C) para extraer ADN a partir de 
bloques de g6nadas normales incluidas en parafina. Se utilizaron 3 
bloques de testiculo en cada técnica y el ADN obtenido fue usado 
en reacciones de PCR con los oligonucle6tidos Xl y X2. Adem~s se 
prob6 el efecto de las cantidades iniciales de ADN molde en cada 
tubo de PCR. Los volCímenes de muestra ensayados fueron de 5 y 10 
µl para el método A; 5, 10, 15, 20, 25 y 30 µl con el método B y 
finalmente 5, 10, 15 y 20 µl en el método c. 

El empleo del método A (con 10 µl de muestra) permitió 
amplificar muy débilmente la secuencia esperada del cromosoma X 
(130 pb) junto con varios productos inespecific~s presentes en 
altas concentraciones. 

La técnica directa (B) no funcion6 ya que no se encontr6 el 
fragmento especifico (130 pb) ni bandas adicionales en ninguno de 
los casos. 

El procedimiento experimental a base de la metodologia e 
(empleando 5 y 10 µl) condujo a la formación del producto 
especifico ( 130 pb) y a una gran cantidad de bandas intensas de 
tamafios variables. 

Estos hallazgos dieron la pauta para efectuar modificaciones 
a las técnicas A y e para establecer una metodologia nueva (D). La 
utilidad de cada paso fue evaluada por la amplificaci6n del 
producto de 130 pb y por la presencia o ausencia de bandas 
inespecificas. Cada paso metodol6gico fue probado en cuatro 
muestras de ADN obtenidas de 4 bloques de testiculo. 

El primer paso de la técnica D se tom6 del paso inicial del 
método A. Para el proceso de desparaf lnización se realizaron 
varias pruebas con xileno qu1micamente puro y ultrapuro. Adem~s se 
ensayó el volumen ideal del xileno empleado y el tiempo de 
desparafinización. Los mejores resultados se obtuvieron con dos 
pasos de desparafinizaci6n (empleando l ml y 0.5 ml de xileno 
ultrapuro respectivamente) durante 5 minutos, alternados con dos 
pasos de centrifugación (16400 g/10 minutos) y eliminaci6n del 

disolvente. 
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Se estableci6 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 desparafinización (pasos 5 y 6 del 
método D) • Ademb se determinaron las condiciones 6ptimas de la 
evaporaci6n del etanol remanente en la muestra (bafio maria a SOºC 
durante 5-7 minutos). 

En el paso de digestión de proteinas con proteinasa K se 
probaron varias soluciones amortiguadoras, concentración de enzima 
y de sos, tiempo y temperatura de incubación, y finalmente el 
efecto de la adición de más enzima después de un periodo de 

incubación. Además, para cada solución amortiguadora, se probó el 
efecto de varios volQmenes de la misma. Los resultados finales de 
estas pruebas son los pasos a, 9 y 10 de la técnica D. Una vez 
terminada la digestión, se estableció un paso de inacti vación 
enzimática a 970C durante 10 minutos. 

Se efectuaron varias extracciones con fenol, cloroformo y 

alcohol isoamilico, variando en cada ocasión los disolventes 
empleados en cada paso, as! como sus proporciones relativas, 
tiempo de extracción y las condiciones de centrifugación. As!, se 
establecieron los pasos 12, 13 y 14 de la metodologia D. 

También se probó el efecto de la fuerza iónica en la 
precipitación del ADN. Se emplearon diferentes volümenes 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 µl 
de acetato de sodio 3 M antes de la adición del alcohol. 

Para el paso de precipitación, se prob6 el efecto de los 
alcoholes usados en las técnicas A y c. Sin embargo, el 2-propanol 
result6 más efectivo en este paso. La sedimentaci6n del ADN se 
consiguió con éxito con una centrifugación prolongada (30 minutos) 
a 16400 g. La evaporaci6n del alcohol resultó 6ptima bajo las 
siguientes condiciones: bafio maria a 85'C durante 5 minutos. 

Se determinó el volumen de amortiguador Tris-EDTA a raz6n de 
10 µl de solución por cada corte procesado de 10 µm. Finalmente, 

se obtuvieron buenos resultados con el empleo de 5 µl de muestra 
de ADN por cada reacci6n de amplificación de 50 µl (Figuras 4.1 a 
4.6). 
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Para la reacci6n en cadena de la polimerasa, se estableci6 la 
variante "Hot-start PCR". Los primeros resultados de la 
amplificaci6n de secuencias centroméricas del cromosoma X con los 
oligonucle6tidos Xl 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) permiti6 
amplificar O.nicamente el producto especifico de 130 pb (Fiqura 

4.1, 4.2 y 4.3). 

En la Tabla 4.1 se presentan las caracteristicas cl1nicas, 
citogenéticas e histol6gicas de 5 pacientes con anomal1as de la 
diferenciaci6n sexual. Dos de los pacientes corresponden a 
disgenesias gonadales mixtas con sexo fenotipico masculino y con 
presencia de cromosomas Y anormales (DG-1 y DG-3). La paciente DP-
2 es una disgenesia gonadal pura 4 6, XY con revers i6n sexual 
completa. También se presentan los datos de dos casos de 
hermafroditismo verdadero 46,XX con diferentes sexos fenot1picos 
(HV-B masculino y HV-12 femenino) • Se incluye ademl!.s el aflo de 
extirpaci6n de las g6nadas. En todos los casos, las g6nadas 

disponibles para el análisis se encuentran subrayadas. 
Los resultados del análisis cualitativo y cuantitativo del 

ADN extraido de 10 bloques de ovario normal y 10 bloques de 
test1culo normal utilizando el método o, se muestran en las ~llblas 
4.2 y 4,3, respectivamente. Estas tablas incluyen los datos de las 

lecturas espectrofotométricas de una diluci6n 1:16.6 a longitudes 
de onda de 260 y 280 nm, la relaci6n A260 /A280 , la concentraci6n 
del ADN (en µg/µl) y la cantidad de ADN extraida por cada 30 µm de 
tejido. Además se incluye en cada tabla la relaci6n A260 /A280 
promedio y la cantidad promedio de ADN extraido, 

El análisis espectrofotométrico en las muestras de ADN 
extra1das de sangre de 5 mujeres normales y 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 extra1do de g6nadas de los pacientes con 

anormalidades de la diferenciaci6n sexual, no se realiz6 el 

análisis espectrofotométrico por insuficiencia de muestra. 

Bl 



La Tabla 4.6 muestra el an&lisis cualitativo y cuantitativo 
del ADN extraído de muestras de sangre de S pacientes con 
anomalias de la diferenciaci6n seKUal: dos pacientes con 
disgenesia gonadal mixta (DG-1 y DG-J), un caso de disgenesia 
.gonadal pura 46,XY (DP-2) y 2 pacientes con hermafroditismo 
verdadero 46,XX (l!V-8 y HV-12). 

Usando PCR con los oligonucleótidos Xl y X2, se amplificó con 
éxito el producto espec1f ico de 130 pb a partir del ADN extraído 
de cuatro muestras de testículos humanos normales incluidos en 
para!ina (Figura 4.1). Esta figura también muestra la 
amplificación de esta secuencia en ADN extraído de cuatro ovarios 
humanos normales incluidos en parafina y en ADN extraldo de 
leucocitos de controles normales (femenino y masculino) . 
La Figura 4.2 presenta la amplificaci6n de secuencias 
centroméricas del cromosoma X a partir de ADN obtenido de ovario y 
testículo normales incluidos en parafina, muestras de varios 
tejidos de dos disgenesias gonadales mixtas (DG-1 y DG-3), y en 
leucocitos y estr1a gonadal de un caso de disgenesia gonadal pura, 
46,XY (DP-2). En todos los carriles se muestra una banda de lJO 

pb. 
En la Figura 4,3 se presenta la amplificaci6n de la secuencia 

de 130 pb delimitada por los oligonucleótidos Xl y X2 partiendo de 
ADN extraído de sangre de controles normales (masculino y 

femenino) y de muestras de ovario, testiculo y sangre de dos casos 
de hermafroditismo verdadero 46,XX (HV-8 y HV-12). El producto de 
130 pb se observa en todos los casos. 

Después de establecer las precauciones indicadas en la 
metodología de PCR y empleando el par de oligonucleótidos Yl y Y2, 
se logró amplificar un fragmento centromérico del cromosoma Y en 
los cuatro carriles correspondientes al ADN extraído de testículos 
normales y en el carril del control masculino. El producto de 170 
pb no se encontr6 en los carriles con ADN extraído de ovarios 
normales ni en el control femenino (Figura 4.4), 

La amplificación de secuencias repetidas del centrómero del 
cromosoma Y en controles y en pacientes con disgenesia gonadal 
mixta y pura 46,XY se muestran en la Figura 4,5, La banda de 170 
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pb s6lo se observ6 en los carriles correspondientes al ADN 
extra1do del control masculino (test1culo) , en los dos casos de 
disgenesia gonadal mixta y en el caso de disgenesia gonadal pura 
46,XY. 

La Figura 4.6 presenta la amplificaci6n de secuencias 
centroméricas Y-especificas usando el par de oligonucle6tidos Yl y 
Y2 a partir de ADN extra1do de controles y de dos casos de 
hermafroditismo verdadero 46,XX. El producto de 170 pb se encontr6 
en los controles masculinos (sangre y test1culo). 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 icarnreieris~icais c~ñU11icas., d~ogemHicai:~ e lhis·1o~ógic21e 
de 5 ¡¡¡1a1~.:nelíl~es <COU11 airnlimat~ias cie ~a dliforeU11ciacñóU11 8ex~aL • 

Caso Diagnóstico Cariotipo Gónada Gónada 

DG-1 DGM 

DG-3 DGM 

DP-2 DGP 46,XY 

HV-8 HV 46,XX 

HV-12 HV 46,XX 

Abreviaturas: 

izquierda derecha 

45,X/46,Xdic(Y) estría testículo 

45,X/ 46,Xidic(Y) estría testículo 

46,XY estría estría 

46,XX ovario testículo 

46,XX ovario testíQUIQ 

DGMw Disgenesia ganada/ mixta 

DGP 46,XY• Disgenesia ganada! pura 46,XY 

HV 46,XX• Hermafrodifismo verdadero 46,XX 

Fecha 
biopsia 

1985 

1988 

1993 

1992 

1989 

'* 

Realizado en el Servicio de Genética, Hospital General de México, SSa. 

las gónadas disponibles para este estudio se encuentran subrayadas. 

... 
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Tabla 4.2 J.,náHsis cualiiativo y .:;uanfüaUvo del ANJ extraído de 10 
bloques de ovarios humanos r.ormales. 

Ovario• A260 A2so A2ao12so [ADN) µg/µI AQN total (ug) 

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 0.291 1.28 0.31 9.27 

5 co 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 1.39 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 um por ovario 

A 2ao • Absorba ne/a a 260 nm. x • 1.32 x • a.o7 µg 

A 2ao • Absorbancla a 280 nro. 



Tabla 4.3 Análisis ,cuamaiivo y cuantitativo del AIDN extraido de iO !bloques 

de tesUculos humanos normales. 

Testículo* A260 A28o A260t280 [ADN] µg/µI ADN total (µg} 

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 10.02 \D 

"' 
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 µm por testlculo x • 1.16 x • 11.27 µg 
A 260 • Absorbancla a 260 nm. 

A 260 • Absorbancia a 280 nm. 



Tabla 4.4 Análisis cualitativo y cuan'!itaiivo del ,ft.IJ:IN eximido de leucoci1os 

de 5 mujeres normales. 

Muestra A2so A280 A2so12ao [ADN) µg/µI ADN total (µg) 

CF-1 0.205 0.126 1.63 1.02 307.5 

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 0.52 157.5 

CF-5 0.360 0.205 1.76 1.80 540.0 

Dilución 1:100 

A 2so • Absorbancia a 260 nm. 
x. 1.ao x • 302.1 µg 

A 2ao • Absorbancia a 280 nm. 



Tabla 4.5 Análisis cualitativo y cuantitativo del ADN extraldo de leucocitos 

de 5 varones normales. 

Muestra A260 A2so A2so12so (ADN] µg/µI ADN total (µg) 

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 1.05 365.8 

CM-4 0.146 0.077 1.90 0.73 292.0 

CM-5 0.146 0.077 1.90 0.73 292.0 
----

!Dilución i:iOO x • 1.ao x • 345.6 µg 
A 260 • Absorbancia a 260 nm. 

A 280 • Absorbancia a 280 nm. 

co 
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Tabla 4.6 Análisis cualitaiivo y cuanfüa1ivo del AIDN extraido de leucocitos 
de 5 pacientes con anomalías de la diferenciación sexual. 

Muestra A2so A2s.o A2so12so [ADN] µg/µI ADN total (µg) 

DG-1 0.430 0.307 1.40 2.15 645.0 

DG-3 0.292 0.176 1.66 1.46 584.0 

DP-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: IDG w IDisgenesia gonadal mixta 

[!)!P u !Disgenesia gonadal pura 46,){Y 

fi-1\i u Hermafrodá~a verdadero 46.ZX ··------·-. 
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Figura 4.1 Análisis de los productos amplificados 
mediante PCR utilizando los oligonucleótidos X1 y X2 
en gel de agarosa 1.5% teñido con bromuro de etidio. 
Carriles 1: escalera de 123 pb; 2,3,4,5: testículo 
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 Análisis de los productos amplificados 
mediante PCR utilizando los oligonucleótidos X1 y X2 
en gel de agarosa 1.5% teñido con bromuro de etidio. 
Carriles 1: escalera de 123 pb; 2: ovario normal; 3: 
testículo normal ; 4: DG-1 (sangre); 5: DG-1 (estría); 6: 
DG-1 (testículo); 7: DG-3 (sangre); 8: DG-3 (testículo); 
9: DP-2 (sangre); 1 O: DP-2 (estría); 11: control 
femenino (sangre); 12: control 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 Análisis de los productos amplificados 
mediante PCR utilizando los otigonucleótidos X1 y X2 
en gel de agarosa 1 .5% teñido con bromuro de etidio. 
Carriles 1: escalera de 123 pb; 2: control femenino 
(sangre); 3: control masculino (sangre); 4: HV-8 
(sangre); 5: HV-8 (ovario); 6: HV-8 (testículo!; 7: HV-
12 (sangre!; 8: HV-12 (ovario); 9: HV-12 (testículo). 
Todos los carriles excepto el 1, muestran una banda 
de 130 pb correspondiente a secuencias centroméricas 
del cromosoma X (•l. 
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Figura 4.4 Análisis de los productos amplificados 
mediante PCR utilizando los oligonucleótidos Y1 y Y2 
en gel de agarosa 1.5% teñido con bromuro de etidio. 
Carriles 1 y 13: escalera de 123 pb; 2,3.4,5: testículo 
normal; 6: bacteriófago "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 ( .. l. 

93 



Figura 4.5 Análisis de los productos amplificados 
mediante PCR utilizando los oligonucleótidos Y1 y Y2 
en gel de agarosa 1.5% teñido con bromuro de etidio. 
Carriles 1: escalera de 100 pb; 2: testículo normal; 3: 
ovario normal; 4: DG-1 (sangre); 5: DG-1 (estría); 6: 
DG-1 (testículo); 7: DG·3 (sangre); 8: DG-3 (testículo); 
9: DP-2 (sangre); 10: DP-2 (estría). Los carriles 
2,4,5,6,7,8,9 y 10 muestran una banda de 170 pb 
correspondiente a secuencias centroméricas del 
cromosoma Y(~). 
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Figura 4.6 Análisis de los productos amplificados mediante PCR 
utilizando los oligonucleótidos Y1 y Y2 en gel de agarosa 1.5% 
teftido con bromuro de etidio. 
Carriles 1: escalera de 100 pb; 2: control masculino (sangre); 3: 
control femenino (sangre}; 4: testículo normal; 5: HV-8 (sangre}; 
6: HV-8 (ovario}; 7: HV-8 (testículo}; 8: HV-12 (sangre}; 9: HV-12 
(ovario}; 10: HV-12 (testículo}. los carriles 2 y 4 muestran una 
banda de 170 pb correspondiente a secuencias centroméricas del 
cromosoma Y( .. ). 
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s. Dbcuai6n 

La dif erenciaci6n sexual es un proceso complejo determinado a 
varios niveles (cromos6mico, gonadal y fenotlpico) y probablemente 
resultado de la interacci6n de muchos factores (Bergadi1 y cols, 
1994). 

La diferenciaci6n cromos6mica está. determinada por la 
constituci6n cromos6mica, particularmente por los cromosomas 
sexuales. En el varón, el car iotipo corresponde a 4 6, XY y en la 
mujer 46,XX. En el cromosoma Y se localiza el gen TDF, que dispara 
los eventos iniciales de la cascada de la diferenciaci6n 
testicular. La evidencia experimental actual permite establecer 
que el gen SRY corresponde a TDF (Berta y cols., 1990; Jager y 
cols., 1990; sinclair y cols., 1990¡ Koopman y cols., 1991). En 
ausencia del cromosoma Y, la gónada indiferenciada se convierte en 
un ovario. La diferenciación gonadal corresponde a la estructura 
histológica de las gónadas (testlculo u ovario) de los individuos. 
·Finalmente, la diferenciación fenotlpica es la suma de las 
caracterlsticas sexuales secundarias y la ·apariencia de los 

genitales internos y externos (Bergadi1 y cols., 1994). 
El proceso de la diferenciación sexual puede tener 

anormalidades qu~ se expresan cl1nicamente en s1ndromes como la 
disgenesia gonadal mixta, la disgenesia gonadal pura 46,XY y el 
hermafroditismo verdadero 46,XX (Kofman-Alfaro y cols., 1984). 

Las gónadas en cada uno de estos padecimientos son 
diferentes: en la DGM generalmente se encuentra una estrla fibrosa 

y un testlculo contralateral (Robboy y cols., 1982); en la DGP 
46,XY se presentan estrlas fibrosas bilaterales (Swyer, 1955) y en 
el HV 46,XX existe tejido ovi1rico y testicular en gónadas 
separadas o formando ovotestes (Van Niekerk y Retief, 1981¡ 

Kofman-Alfaro y cols., 1992). 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite realizar 

estudios retrospectivos a nivel molecular en diferentes tejidos 
embebidos en parafina (Goelz y cols., 1985; Impraim y cols., 1987¡ 
Greer y cols., 1991), incluyendo gónadas (Braun y cols., 1993). 

El ani1lisis molecular de las gónadas de pacientes con 
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anomal1as de la diferenciación sexual permite entender el 
desarrollo gonadal patológico. Recientemente, se describió un caso 
de HV 46,XY con ovotestes bilaterales y sexo de asignación 
femenino. El análisis por PCR del gen SRY en el ADN extra1do de 
sangre del paciente y de su padre, reveló que en ambos la 
secuencia génica era normal. Sin embargo, el estudio realizado en 
el ADN del tejido gonadal del paciente, permitió identificar dos 
mutaciones puntuales: una silenciosa y la otra, una sustitución de 
leucina por histidina en la posición 44 del dominio HMG de SRY. 

Esta ültima mutación fue considerada como el factor etiológico del 
padecimiento y se asumió que se originó de novo en una etapa 
poscigótica (Braun y cols., 1993). 

Para el caso de la DGP 46,XY se han reportado mutaciones en 
el gen SRY en algunos pacientes (Tabla 1.1). Además se ha sugerido 
que la morfolog1a histológica de la gónada puede orientar sobre la 
presencia o ausencia de mutaciones en SRY {Vilain y cols., 1993). 
En la bibliograf1a consultada, no se encontraron estudios 
moleculares en la DGM. 

Los centr6meros de los cromosomas de mam1feros contienen 

diversas clases de secuencias repetidas, que en su conjunto 
abarcan varias megabases de longitud (Tyler-smith y Willard, 
1993). Estas secuencias se denominan ADN satélite (Cooper y cols., 
1992). Se han encontrado varias clases de ADN satélite, definidas 
por las unidades básicas de repetición: 5, 42, 46, 66 y 170 pares 
de bases. El ADN alfoide, cuya unidad monomérica es de 170 pb, se 
encuentra en las regiones pericentroméricas de todos los 
cromosomas 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 ünica 

familia de ADN repetitivo que muestra especificidad cromosómica 
significativa. Este grupo de secuencias comprenden del 3 al 5% del 
ADN en cada cromosoma {Tyler-smith y Willard, 1993). En 
experimentos de dosis génica se ha demostrado que existen unas 100 
copias de ADN alfoide Y-especifico, mientras que la secuencia 
equivalente en el cromosoma X se encuentra repetida 
aproximadamente 5000 veces {Witt y Erickson, 1989). 
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El par de oligonucle6tidos Xl y X2 delimita un fragmento de 
130 pb de ADN satélite alfa especifico del cromosoma X, mientras 

· que el par Yly Y2 flanquea al mon6mero alfoide de 170 pb del 
cromosoma Y (Witt y Erickson, 1989), 

En el presente trabajo se estandarizaron las condiciones 
experimentales para extraer exitosamente ADN de g6nadas incluidas 
en parafina, algunas de ellas normales (empleadas como controles) 
y otras correspondientes a 5 pacientes con di versas anomalias de 
la diferenciaci6n sexual. 

La técnica estandarizada (D) comparte algunos pasos con las 
otras metodolog1as probadas. Entre estos se encuentran la 
desparafinizaci6n, eliminaci6n del xileno, digesti6n proteol1tica, 

extracciones con fenal-cloroformo y precipitaci6n del ADN (Kallio 
y cols., 1991; Braun y cols., 1993) • Las diferencias entre estos 
pasos comunes son los voltimenes, tiempos y temperaturas de 
incubaci6n y proporciones relativas de disolventes empleados. 

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

La cantidad promedio de ADN obtenido de 30 micr6metros de 
ovario normal incluido en parafina fue de 8.07 µg, mientras que en 
el caso de 30 µm de test1culo fue de 11.27 µg (Tablas ·4.2 y 4.3). 

comparativamente, las áreas de corte de los bloques de ovario y 
testiculo son diferentes, debido al mayor tamaño de este último. 

Esta diferencia morfol6gica explicarla los rendimientos de ADN 
obtenidos en ambos tejidos. Tomando en cuenta el tamaf\o de la 
muestra (30 micr6metros), 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 extra ida de tejido incluido en 

parafina. 
El criterio de pureza de una preparaci6n de ácidos nucleicos 

es la relaci6n A260¡A280 : un valor superior a 1.7 indica ADN o ARN 

altamente purificado (Ausubel y cols., 1990), 
En el ADN extraido de bloques de ovario incluido en parafina 

el cociente A260¡A280 promedio fue de 1.32, en cambio esta 
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relación fue de l.16 en el caso de los bloques de testiculo 

(Tablas 4.2 y 4,3). Estos valores podrian parecer bajos e indicar 

contaminación proteica en las muestras. Sin embargo, estas 
relaciones son resultado del tamaño de la muestra y por ende, de 

la cantidad de ADN obtenida. Además la dificultad técnica para 

realizar extracciones con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en 

volfunenes tan pequeños disminuye la eficiencia de la eliminación 

de restos proteicos. Por otro lado, un mayor número de 

extracciones resulta en una pérdida considerable del ADN. A pesar 

de la contaminación proteica de la muestra, el ADN dirige con 

eficiencia la amplificación de secuencias repetidas de los 

cromosomas sexuales. Esto es debido a que la metodologia 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 hibridación 

AON-ADN tipo Southern (Goelz y cols., 1985), hibridación tipo "dot 

blot" (Dubeau y cols., 1986) y analisis molecular por PCR (Impraim 

y cols., 1987; Shibata y cols., 1988a; Shibata y cols., 1988b; 

Creer y cols., 1991; Kallio y cols., 1991; Braun y cols., 1993), 

La degradación del ADN puede ser debida principalmente a 2 causas: 

la acción de las nucleasas entre el intervalo transcurrido desde 

la remoción del tejido hasta su fijación en formalina o al tiempo 

de almacenamiento del bloque incluido en parafina (Goelz y cols., 

1985). 

Los rendimientos y las relaciones A260¡A280 de las muestras 

de ADN obtenidas de 20 ml de sangre, tanto de controles como de 

pacientes, estuvieron dentro de los valores esperados (Tablas 4,4 1 

4.5 y 4,6) (Sambrook y cols., 1989; Escobar y Zamora, 1992). 

En la amplificación enzimática del ADN extraido de gónadas 

normales incluidas en parafina utilizando los oligonucleótidos Xl 
y X2, se observó una banda inespecifica de • 310 pb además de la 

banda especifica de 130 pb. 

En un estudio anterior en el que se utilizó este par de 
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oliqonucle6tidos también se encontr6 una banda inespecif ica con un 
tamafto aproximado de 300 pb (Witt y Erickson, 1989). Debido a la 
homoloqia del AON alfoide (Tyler-Smith y Willard, 1993), 
posiblemente en ambos estudios la banda de - 310 pb es producto de 
la amplificaci6n inespecif ica de los oliqonucle6tidos Xl y X2 con 
secuencias centroméricas de otros cromosomas. 

El empleo del reactivo "Perfect match polymerase enhancer" 
(PMPE) permitió la eliminaci6n significativa de la banda 
inespecifica, además de elevar el rendimiento del producto 
especifico deseado. El fabricante no establece la naturaleza de 
este aditivo, pero refiere que es capaz de desestabilizar los 
complejos ADN-oligonucle6tido apareados incorrectamente, 
aumentando la especificidad de la amplificaci6n. 

Uno de los mayores problemas en la técnica de PCR es la 
contaminación exógena (Bélak y Ballagi-Pordány, 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 (Fiquras 4.1 y 4.4). 

cabe seftalar que el hecho de encontrar la banda de 170 pb con 
los oligonucle6tidos Yl y Y2 en lineas celulares con cromosomas 
marcadores, indica invariablemente la presencia de cromosoma Y 

(Witt y cols., 1993). 
En el paciente DG-1 se identificó la presencia de cromosoma Y 

en la estr!a fibrosa y en el test1culo, mientras que en el caso 
DG-3 sólo se determin6 su presencia en el test1culo (Fiqura 4.5). 
El cariotipo efectuado en cultivo de linfocitos permiti6 
establecer la presencia de cromosomas Y anormales (dicéndrico en 
DG-1 e isodicéntrico en DG-3). Sin embargo, en ambos casos no se 
determinó citogenéticamente la proporción de células 45,X y 46,XY 

en las g6nadas de cada paciente. 
se ha propuesto que el desarrollo gonadal asimétrico en la 

disgenesia gonadal mixta podr1a ser consecuencia directa de la 
proporción de células 45,X y 46,XY presentes en la g6nada 

indiferenciada: as1, se desarrolla test1culo en la cresta genital 
poblada preferentemente por células 46,XY, mientras que la estria 
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fibrosa puede ser resultado del predominio de células 45,X en el 
primordio gonadal (Bergadá y cols., 1994). En un estudio 
posterior, seria importante analizar la existencia del gen SRY en 
las g6nadas de ambos pacientes. La presencia de este gen en la 
g6nada con predominio de células 46,XY podria explicar el 
desarrollo del testiculo mediante la cascada de diferenciaci6n 
testicular normal. En ausencia de SRY el tejido testicular se 
explicarla por mutaciones en loci autos6micos o ligados al 
cromosoma X que permiten la diferenciación testicular en ausencia 
de TDF. 

La paciente DP-2 con disgenesia gonadal pura 46, XY tiene 
cromosoma Y seqün el análisis citogenético (Tabla 4.1). Por PCR se 
demostr6 que el genoma de la paciente presenta secuencias 
centroméricas del cromosoma Y aún en la estria fibrosa (Fiqura 
4.5). El 80% de las mujeres XY con DGP presentan el gen SRY normal 
(Hawkins, 1993). En estos casos, se ha sugerido que la reversi6n 
sexual es debida a mutaciones en qenes localizados en cromosomas 
diferentes al Y, que invalidan la funci6n de TDF (McElreavey y 
cola., 1993b). El porcentaje restante de pacientes con DGP 46,XY 
han sido atribuidas a mutaciones en SRY (Tabla 1.1¡. En el caso de 
la paciente DP-2, la reversi6n sexual completa podrá explicarse 
con mayor claridad cuando se tengan los resultados de la 
secuenciaci6n del gen SRY. 

Los dos casos de hermafroditismo verdadero 46,XX (HV-8 y HV-
12) carecen de cromosoma Y tanto en leucocitos como en sus 
respectivas g6nadas (Fiqura 4.6). Las alternativas etiol6gicas en 
estos pacientes son dos: la hip6tesis de Ferguson-Smith (1966) y 

la teoria de mutaciones en loci (ubicados en cromosoma X o 
autosomas) que permiten la diferenciaci6n testicular en ausencia 
de TDF (Berkovitz y cols., 1992). Se ha demostrado que la mayoria 
de los HV 46,XX no presentan material derivado del cromosoma 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 (máximo 3 meses de edad). No obstante, el 

tiempo de almacenamiento del bloque no afect6 de nin<JUna manera a 

esta metodoloq1a ya que se amplific6 con eficiencias similares el 
ADN extra1do de los controles normales y el ADN extra1do de 
bloques de hasta 9 años de edad. El análisis por PCR de ADN 

gen6mico extra1do de tejido neoplásico incluido en parafina, ha 
demostrado la amplificaci6n exitosa a partir de un bloque con una 
edad de 40 años (Shibata y cols., 1988b). 
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6. conclusiones 

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

l) Se logró la estandarización de una técnica para extraer 
ADN de gónadas incluidas en parafina que puede emplearse en 
estudios retrospectivos a nivel molecular. 

2) Se realizó un análisis cualitativo y cuantitativo del ADN 
extraído de gónadas incluidas en parafina. 

3) El rendimiento promedio del ADN extra ido de test1culo 
incluido en parafina es significativamente mayor que la cantidad 
obtenida de ovarios. El ADN extraído de ambas gónadas normales 
está contaminado con restos de proteínas, encontrándose en las 
muestras de testículo las relaciones A260¡A280 más bajas. Tanto la 
pureza como el rendimiento están directamente relacionadas con las 
áreas de las gónadas y las diferencias estructurales entre ellas, 

4) El empleo de los oligonucleótidos Xl, X2 y Yl, Y2 
permitió la amplificación de secuencias alfoides centroméricas de 
los cromosomas sexuales en el ADN extraído de gónadas incluidas en 
parafina. Por tanto, se demostró que este ADN es cualitativa y 

cuantitativamente adecuado para funcionar como molde en reacciones 
de amplificaciones enzimáticas. 

5) El tiempo transcurrido desde la fijación e inclusión del 
tejido hasta el procesamiento de la muestra para extraer el ADN, 
no afectó de ninguna manera a las amplificaciones: se analizaron 

satisfactoriamente bloques con 9 afies de edad. 
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6) Los datos obtenidos de la amplificación de ADN extraido 
de leucocitos y de gónadas incluidas en parafina mostraron los 
mismos hallazgos moleculares. Estos resultados revelaron la 
presencia de una linea celular con cromosoma Y aün en la estría 
fibrosa. 

7) Se descartó el mosaicismo críptico con cromosoma Y como 
etiología de la presencia de testículo en los hermafroditas 
verdaderos 46,XX estudiados. su condición puede explicarse por el 
planteamiento de Ferguson-smith o bien mediante la teoria de las 
mutaciones . autosómicas o ligadas al X que permiten la 
determinación testicular en ausencia de TDF. 

8) Dentro de la linea de investigación sobre biología 
molecular aplicada a la diferenciación sexual, esta tesis es un 
resultado preliminar y representa la metodologia a seguir para el 
an.1lisis del factor testiculo-determinante SRY en aquéllos 
pacientes con diagnósticos de disgenesias gonadales mixtas, 
disgenesias gonadales puras 46,XX y hermafroditas verdaderos 46,XX 
directamente en gónada, 
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