T VOO AT
Q

¢ -,?/.

L UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOM

l12.7¢ Z

¢ (L\
?f\t
DE MEXICO

t

TESIS CON

: N
s ¥
R
nrosine ,‘
i o .
v REDIED o o> oa

HOSPITAL GENERAL DE MEXICO

“SINDROME DE KALLMANN; ESTUDIO CLINICO,
GENETICO Y MOLECULAR EN 22 PACIENTES"

T E S |

QUE PARA OBTENER EL TITULO  DE:

IMEDICO ESPECIALISTA EN

Feyin

‘\“’”"jd}ENETICA ;MEDIYCVA

SUERG

. P R E S E N T A

JUAN  CARLOS  ZENTENO  RUIZ

it

EXICO, D. F, © FEBRERO DE 1898

' FALLA DE ORIGEY

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



“SINDROME DE KALLMANN : ESTUDIO CLINICO, GENETICO

Y MOLECULAR EN 22 PACIENTES”

| g;ﬂ i I:‘ACULI‘AD ‘
SWE DR ;\frP}l)IL?IN‘&/

/ﬁ' MAK. 15 500 ﬁ.'

BECHETARIA
e sppy
SCOLA RES 1010

NTO DE Posarapg 1

e BRE
——

2
DEPARTAME

DRA.; SUSANA KOFMAN-ALFARO
JEFE DE SERVICIO
" PROFESOR TITULAR DEL CURSO

TUTOR DE TESIS

HN’I i b[MRA i} [, 0

CoRGARLAND UL N el 7 K

o AR 0 4 1996

[nﬁiﬁi.uh im,,in,

e



ESTA TESIS FUE REGISTRADA Y REVISADA
POR LA UNIDAD DE EPIDEMIOLOGIA
DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO, SSa,

CON CLAVE DIC/95/PC/95/310/03/147.



INDICE

INTRODUCCION

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-~GONADA

PUBERTAD

PUBERTAD RETARDADA E HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROPICO

SINDROME DE KALLMANN

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION Y CONCLUSIONES

REFERENCTAS

11

i8

22

30

31

32

41

50

58

o s 8



INTRODUCCION

La integridad del desarrollo sexual en el humano depende
de dos mecanismos que se llevan a cabo en diferentes etapas de la
vida:

1) la diferenciacién sexual

2) la maduracién sexual

La diferehciacién sexual inicia con la fertilizacidn del
évulo por el esperdnatozoide, momento en el que se establece el
sexo cromosémico o genético del individuo., La determinacién
sexual en el humano estd basada en el complemento cromosémico del
cigoto: los varones tienen un cromosoma X y un cromosoma Y,
mientras que lés mujeres tienen 2 cromosomas X. Los individuqs
con un sole cromosoma X son fenotipicamente femeninos (1) ‘en
cambio en presencia de un cromosoma Y normal los indi\(iduos se
desarrollﬁn coﬁo varones - (2), independientemente de: 1apre$enc';a
de cromosomas X supernumerarios  (3). EL crompsoma Y codifica un
factor dominante llamado factor de determinacién testicular 'H(FDT)

indispensable para dirigir el desarrollo de la  génada



indiferenciada hacia testiculo durante la sexta a séptima semana
de vida embrionaria. Una vez diferenciado, el testiculo fetal
produce 2 hormonas encargadas de determinar el fenotipo masculino
del individuo: la hormona antimulleriana (AMH) o factor inhibidor
de Millerianos (FIM) sintetizada por las células de Sertoli, y la
testosterona que es sintetizada por las células de Leydig. La
hormona antimulleriana tiene como funcidén promover la regresién
de los conductos millerianos (paramesonéfricos) gque en el embrién
femenino dardn origen al Utero a las trompas y al tercio superior
de la vagina. La testosterona, por su parte, se encarga de
inducir la virilizacién de los genitales internos masculinos,
promoviendo la diferenciacién de los conductos de Wolff

(mesonéfricos) en vesiculas seminales, vasos deferentes y

epididimo., A su vez, la testosterona es reducida a 5 alfa

dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5 alfa reductasa. La DHT

es indispensable para virilizar los genitales externos del feto

(uretra, pene, escroto) y para promover el. desarrollo de. la
préstata (4).
En ausencia de un cromosoma ‘'Y funcional; la ‘gonada

bipotencial se desarrollard -como ovario 'por lo que ‘la

diferenciacién sexual en la- mujer se considera. un evento

pasivo(4),
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El proceso de maduracién sexual incluye una serie compleja
de eventos interrelacionados -que resultan en un individuo
sexualmente maduro y capaz de reproducirse. Lstos eventos se
conocen en conjunto con el nombre de pubertad. La causa directa
de los cambios en la apariencia fisica y en la conducta durante

la pubertad es la elevaciéon en las concentraciones de esteroides

sexuales, principalmente testosterona en el hombre y estradiol en

la mujer. El desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias y el inicio de la gametogénesis dependen de la
actividad integrada del eje hipotalémico-hipofisiario-gonadal

(5).

EJE HIPOTALAMO~HIPOFISIS~-GONADA

Han transcurrido mas de 40 afos desde que por primera vez

se propuso que la regulacidén de la'Sintesis y secrecién de las

hormonas gonadotrépicas, luteinizante (LH) y foliculo estimulante.

(FSH), se encontraba - mediada. por 1la accién que ‘el sistema
nervioso central (SNC) ejercia sobre la hipéfisis anterior (6).
En 1960, Mc Cann y colaboradores (7) observaron que la

inyeccién de extractos hipotalamicos a ' ratas provocaba ' la

e



secrecién de LH por la hipéfisis anterior. En 1971, los trabajos
de Matsuo (8) y de Schally (9) demostraron gue un decapéptido
cuya secuencia de aminoacidos era Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-Gly, era el responsable de la estimulacién del
gonadotropo, denomindndosele desde entonces como hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH). La GnRH es sintetizada a
partir de una prohormona mayor. Esta ha sido identificada en
varias especies, observandose que es diferente en distintos tipos
de vertebrados, pero semejante en los diversos mamiferos (10). La
administracién de GnRH exdégena ha confirmado que este péptido es
el responsable del estimulo para la sintesis y secrecién de las
gonadotropinas  (11,12), Existe aun controversia sobre la
existencia de una hormona hipotaldmica especifica liberadora de
FSH, y aun cuando desde hace tiempo se han publicado diversos
estudios e hipétesis que apoyan ambas posibilidades, no existé un
consenso generalizado al respecto (13,14).

_El sistema nervioso central se comunica con la hipéfisis

anterior a través de una via vascular. La sintesis de la hormona

liberadora de gonadotropinas (GnRH) se efectua en lasvﬁeu;onas'

especializadas del. hipotdlamo = preéptico, localizadas‘ en la

porcién ventral del diencéfalo por arriba del quiasma éptico, asi

como en aquellas situadas en la porcién méaial.y basal del mismo

Lot
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{15,16) . Este péptido es secretado, siempre en forma pulsatil por
las terminales neuronales hacia una red capilar especialirzada que
rodea a la eminencia media. Una vez que alcanza la circulacion
porta~-hipofisiaria, es transportado hacia la hipéfisis anterior
donde interactua con los gonadotropos hipofisiarios estimulando

la sintesis y secrecién tanto de LH como de FSH (17).

La accidn ejercida por la GnRH sobre la hipéfisis anterior
se inicia con la unidén, por parte de la hormona, a receptores
especificos localizados en la membrana citoplasmdtica del
gonadotropo. Esta unidn altera la permeabilidad de la membrana a
algunos iones, permitiendo asi la movilizacién del calcio intra y
extracelular con lo que se activa la liberacién de las
gonadotropinas - (18), Al producirse la unién con el) receptor,
aumenta la concentracién de menofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) al activarse el sistema adenilato ciclasa; este fenémeno,

al parecer no es indispensable para la accién hormonal. El n(mero

de receptores. hipofisiaxios ‘a GnRH puede - ser incrementado

’

farmacolégicamente mediante la exposicién de la gléndulaa GnRH o

a estrégenos, lo cual permite que en determinadas condiciones,

exista una mejor repuesta de la gléndula a lé accién de la GnRH

(19).
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Ambas gonadotropinas (LH y FSH) son glicoproteinas
estructuralmente similares, con pesos moleculares de
aproximadamente 30, 000 daltones.

Cada hormona esta formada por dos cadenas glicopeptidicas,
denominadas subunidad alfa y subunidad beta. La secuencia de
aminoAcidos de la subunidad alfa es idéntica en ambas hormonas.
La beta, constituida por 115 aminoadcidos, es unica para cada
gonadotropina y le confiere su actividad bioléogica especifica
(20) ., Ambas gonadotropinas ejercen su accidén sobre las gdnadas
(testiculos u ovarios), estimulande la sintesis y secrecién de
esteroides asi como la maduracién de los gametos (21). En los
testiculos, la FSH actia sobre las células de Sertoli estimulando
la espermatogénesis; en el ovario, la FSH actia sobre los

foliculos primordiales y estimula la gametogénesis., La - LH

promueve en las células de Leydig la ‘sintesis y secrecidn de

andrbgenos, siendo - el princigal de éstos la testosteroné.
minetras. que en la mujer estimula a las.células de la granulosa
para promdver la esteroidogénesis (22,23). k

La GnRH es liberada en forma pulsatil y condicipna‘do§
tipos de patrones de secrecién de ‘gonadotrppinas: ténico y
ciclico; el ténico e5 el patrén de"secrecién-obéérvado en los

varones y uno de los mecanismos de control en la- mujer, La
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secrecion ciclica, exclusiva de la mujer en edad reproductiva,
esta influenciada por un mecanismo de retroalimentacion positivo
o estimulatorio, en el cual un incremento en la circulacién de
estrégenos hasta un nivel critico o de una duracidén suficiente,
propicia la liberacién sincrénica de LH y FSH (liberacion
preovulatoria), Por otro lado, es importante sefalar que la
secrecién de gonadotropinas probablemente siempre es pulsatil o
episédica aun cuando el patroén sea ténico o ciclico, sin importar
la edad (del feto al adulto). Sin embargo, existe dificultad para
detectar 1los pulsos pequefdos cuando la concentracion de
gonadotropinas es baja (tal como en los individuos prepuberales)
por limitaciones metodolégicas (24).

1a hipéfisis responde solamente al estimulo de tipo

pulsatil de la GnRH (24), ya que cuando se expone a la glandula a

la accién continua de esta hormona se observa una falta de

repuesta al estimulo, presentdndose el fenémeno ‘de regulacidn
decreciente o de desensibilizacién por parte de los receptores de

la- hormona (25). Este fendmeno fue demostrado ¢riginalmente pér

Roth y colaboradores (26) para el receptor de-la insulina en ei '

higado, La desensibilizacién ~significa .que wuna exposicion

prolongada de la célula blanco a una concentyracién hormonal

elevada conduce a una - respuesta hormonal  disminuida. Este




fenomeno es secundario a ciertos cambios en la concentracién y/o
afinidad del receptor y tiene como funcién fisioldgica el
prevenir la sobreestimulacién de las células (27,28).

Asimismo, ha sido observado que tanto la frecuencia como
la amplitud de los pulsos de GnRH varian de acuerdo con el
ambiente endécrino existente. Esta frecuencia presenta
variaciones a lo largo del «ciclo ovulatorio (29) y es
incrementada por la castracidén (30}, Por lo tanto, el SNC
modificard la descarga de las neuronas productoras de GnRH en el
hipotalamo dependiendo del ambiente enddcrino existente(31).

Al igual que la GnRH, la LH presenta pulsatilidad en las
diferentes fases del «ciclo menstrual normal, durante la
maduracién del eje en la pubertad, asi como en diversos estados
de hipogonadotropismo secundario, como en la supresién del eje
hipotdlamo-hipé6fisis-génada, la hiperprolactinemia, la anqrexié
nervosa y la amenorrea poseje:cicio (32-35),

La funcidén hipofisiaria-gonadal es regulada por efecto;_de
retroalimentacién de ‘las hormonas gonadales ,Y por - ciertos
factores que influyen sobre él‘hipotélamo. Las t:es claseé.de
esteroides secretados por las génadas (estrégenocs, progestagehos

y andrdgenos) se unen a receptores especificos en la hipofisis e

influyen directamente en la secrecién de gonadotropinas. Los



receptores esteroideos han sido ampliamente localizados en las
células cerebrales, donde se han relacionado con la regulacién de
la conducta sexual, la regqulacién de la secrecidn de GnRH y la
diferenciacién del cerebro. En presencia de un hipotalamo
funcionalmente normal, la secrecion de gonadotropinaé en ambos
sexos es modulada por la accidén de estroégenos y andrégenos. El
tratamiento con testosterona o estrégenos en el varén causa una
caida dependiente de dosis en la secrecién basal de
gonadotropinas, existiendo ademas un cambio en la respuesta
hipofisiaria a GnRH (36).

Otras hormonas diferentes a los esteroides gonadales y a
las gonadotropinas también han sido relacionadas ~con 1la
requlacién de la funcién reproductiva. Estas incluyen a las
inhibinas y activinas las cuales son hormonas  peptidicas
secretadas por las génadas (37,38), y la prolactina (PRL), que
inhibe la secrecién de GnRH (39), La dopamina puede inhibir
directamente la secrecién de LH bajo ciertas circunstanciés (40),

ﬁas gonadotropinas pueden actuar directamente en el
hipotdlamo para modular la secrecidn de GhRH (asa éorté ‘de‘
retroalimentacién) y la GnRH puede influir directamente en‘ su

propia secrecién (asa ultra corta de retroalimentacién} :(41) .



Las neuronas que regulan la secrecidon de GnRH reciben
inervacién de otras neuronas capaces también de estimular o
inhibir, a través de estos impulsos, la funcién gonadal (41).
Ciertos neurotransmisores como la acetilcolina y la noradrenalina
modifican el control central de las gonadotropinas (42). Por
ejemplo, la inyeccién de adrenalina en el hipotdlamo medio basal
en la rata desencadena la liberacién de LH; los bloqueadores alfa
adrenérgicos inhiben la respuesta ovulatoria tanto en ratas como
en conejos y los medicamentos que controlan el bloqueo alfa
adrenérgico pueden iphibir la ovulacién en la mujer, Los efectos
de retroalimentacidén de los estrdgenos son mediados en parte por
un efecto central sobre las fibras catecolaminérgicas proyectadas
hacia el hipotélamo (43).

Las endérfinas y otros opioides endégenos pueden influir
en la secrecién de GnRH y consecuentemente de LH (44). La morfina
y sus analogos inhiben la ovulacién, asi como el ‘antagonista de
los = opioides, la ~naloxona, induce la  ovulacién en algunas

pacientes con hiperprolactinemia (45).
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PUBERTAD

Se denomina pubertad al periodo que comprende la

transicién de la nifez a la edad adulta e implica cambios en casi

todos los odrganos y estructuras del cuerpo (46). El término
adolescencia (del latin, adolescere, crecer) comprende el lapso
entre el inicio de las caracteristicas sexuales secundarias y la
consumacidn de la madurez £isica (47).

La transicién de la inmadurez sexual al desarrollo sexual
adulto repxesenta un evento dindmico y complejo, sobre el cual
aan no han sido dilucidados los factores que dan inicio a la
activacién del eje hipotélamo~hipéfisis-génada después de un
largo periodo de relativa ipnactividad (48), Al iniciarse la

pubertad, 1as concentraciones de -gonadotropinas se incrementan

paulatinamente y la génada en maduracién inicia la prbduccién de
esteroides sexuales (49), E1 aumento puberal en la produccién de -

gonadotropinas ha sido atribuido a 'la ' disminucién de la:

sensibilidad del gonadostato del SNC a  la re’troalimenta’cién

negativa  por parte de los esteroides sexu:ales. ‘Aparentemente,
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esto es debido a un aumento de los pulsos de GnRH, asi como a que
la inhibicién ténica del SNC disminuye gradualmente., La edad de
aparicion de la pubertad es variable puesto que depende de
factores genéticos, constitucionales y del medio ambiente. En el
hombre la pubertad aparece generalmente antes de los 15 afos de
edad, mientras que en la mujer se presenta antes de los 13,
Cuando a los 18 afios de edad en el varén o a los 16 en la mujer
no se ha iniciado la pubertad se establece el diagnéstico de
retraso puberal. En estos casos se deduce que el eje hipotélamo-
hipéfisis-génada presenta una alteracidén patolégica anatomo-
funcional (50,51).

Los diferentes estadios del desarrollo puberal han sido
clasificados por Marshall y Tanner (52). Esta clasificacién ha
sido aceptada mundialmente (53) y se basa, en el vardn en las
siguientes caracteristicas: volumen de las génadas, rugosidad,
coloracién y elongacién del escroto, longitud y grosor del ’pene y
cantidad, distribucién y caracteristicas del vel’lo pubiano.  De

acuerdo a las caracteristicas presentadas por determinado sujeto,

éste podrd ser clasificado desde un estadio 1 de desarrollo

genital (prepuber) hasta el estadio 5 (adulto normal). En la
mujer la clasificacién de Tanner se basa en el desarrollo mamario

{(glandula mamaria vy pézén) y del \(ello pubico, élasificéndose



también desde el estadio 1 (prepuber) hasta el estadio 5 (adulto
completamente desarrollada) (52).

Las goénadas se desarrollan tanto en tamanio como en sus
funciones endécrina y reproductiva especializadas; por un lado,
la produccidn total de esteroides sexuales aumenta

progresivamente y por el otro, se adquiere la capacidad

reproductiva, Como consecuencia de la produccién aumentada de

esteroides sexuales por las génadas, se desarrollan las
caracteristicas sexuales secundarias, ocurre incremento en el
crecimiento y se hacen aparentes los cambios definitivos en la
composicién y proporciones del cuerpo (46).

Recientemente se ha obtenido un mayor conocimiento acerca
del crecimiento y la maduracién del ovario durante la pubertad
por medio de la ecografia; el volumen medio del ovario aumenta de
1l a 4 ml. entre los 8 y los 13 arlos de edad (54) y los ovarios
adquieren frecuentemente un aspecto "megalocistico" como reflejo
de los complejos cambios histolégicos existentes (55).

En los varqnes, la pubertad se inicia al. presentarse
aumento en el volumen testicular (56). El testiculo b:épubéral
tiene un voluménide-l-S ml o una longitud menor de 2.5 cm.;El
crecimiento puberal de los testiculos ocurre en un period6

promedio de alrededor de 4 arfios y pasa de su volumen inicial a un

g



volumen mayor de 15 ml., Histologicamente, el crecimiento
testicular se debe principalmente a la maduracioéon de los tubulos
seminiferos, estimulados por la accién de la FSH (57).

El desarrollo sexual secundario en las nifas implica el
crecimiento de los Qenitales internos y externos asi como el
desarrollo mamario y la aparicién del vello pubico y axilar (52).
El primer signo de pubertad en la mayoria de la nidas lo
constituye el inicio del desarrcllo mamario (58). Este se
encuentra controlado por la secrecidn estrogénica del ovario y se
inicia a partir de los 8 aflos de edad. La edad precisa dependera
de factores constitucionales, genéticos y ambientales. El proceso
completo de desarrollo mamario, desde la aparicién del estadio 2
hasta la consecucién del estadio 5, toma como promedio 4 anos
(59), Con la cercania de la pubertad, el monte pubiano aumenta en
tamafo por la acumulacién gradual de grasa, al igual que los
labios mayores y el clitoris. Poco después de la telarca, la
vagina  presenta cambios  histolégicos seCundarioS a la
estimulacién estrogénica que resultan en un auménto de  la

ylohgitud vaginal (58), En el periodo prepuberal, el cuerpo del

Gtero aumenta sélo ligeramente de tamafo, El crecimiento uterino

durante la - pubertad temprana es “causado primariamente - por el

crecimiento 'del miometrio, - El = endometrio no . comienza a




desarrollarse sino hasta después del inicio de las
caracteristicas sexuales secundarias y se observa un rapido
incremento en el espesor miometrial poco después de la menarca
(47) . Aunque en general la pubarca se presenta de 6 a 18 meses
después de la telarca, aproximadamente 15% de las nifas normales

desarrollan vello pubico antes del 1inicio del crecimiento

mamario. La duracién media para progresar del estadio 2 al

estadio 5 de vello pubico es de 2.5 afos. El vello axilar en las
mujeres aparece a una edad media entre los 12.5 y los 13.1 afios y
depende de la poblacién estudiada (60,61). El pico de crecimiento
puberal (estatural) en las nifas, es un evento puberal temprano,
tipicamente coincidente con el desarrollo mamario. La velocidad
de crecimiento alcanza un indice maximo durante el estadio 3
(47) .

La menarca, en la mayoria de los casos se presenta dé 12 a
24 meses después del inicio del desarrollo mamario y posﬁerior al
pico de crecimiento estatural., La edad promedio’ de la menarca
presenta variaciones geogréficas, encontrandose en algunas
poblaciénes entre los 12.8 y los 13.5 aﬁbs de edad (62,63). En un

estudio realizado en poblacién mexicana, se encontréd que la

‘menarca se presentd a una edad promedio de 12,5 afios (64).:




El desarrollo sexual secundario en nifos comprende el
desarrollo gonadal, peneano, asi como el crecimiento del vello
pubico (47) . La secuencia de desarrollo puberal en
aproximadamente 98% de los nifos se inicia con el crecimiento
testicular (58). Los cambios virilizantes en la pubertad son
consecuencia de la secrecién de androégenos por los testiculos. El
inicio de estos cambios, en condiciones normales, se presenta
después de los 9 atlos de edad y estd modulade por factores
genéticos y ambientales (47)., El periodo medio de tiempo para
completar el proceso de desarrollo genital, desde la aparicién
del estadio 2 hasta alcanzar el estadio 5, es de aproximadamente
3.5 afos (52,60,65). Concomitantemente con el crecimiento del
pene, crecen y se desarrollan las vesiculas seminales, la
prostata y las gléndulas bulbouretrales, La primera eyaculacién

se presenta durante la pubertad temprana o durante la pubertad

media, usualmente precediendo al pico de crecimiento estatural:

puberal, lo que corresponde a una edad cronolégica de 14.3 afios

en promedio (66). El crecimiénto penea‘né generalment‘e‘ se presenta
de 12 a 18 meses después del inicio del crecimiento test‘ic':‘ulax':
(67). El vello pubico aparece poco después de qtie ha.dado ‘inicie
el  desarrollo genital ~(58). El _ ve’llo> 'axilar aparece

aproximadamente 2 afos después de la pubarca, mientras que el



vello facial se manifiesta a una media de 14.9 afos (60,61). EL
cambio de voz en el vardn durante la pubertad es consecuencia de
un incremento en el tamafio de la laringe inducido por andrégenos,
y se presenta generalmente durante el pico de crecimiento
estatural puberal (58,60},

Durante la pubertad, la velocidad de crecimiento aumenta

de manera importante y el indice de maduracién esquelético esta

acelerado, lo que 1lleva a la fusién de los cartilagos
epifis;iarios, por lo que la pubertad puede ser considerada como
un evento de promocién del crecimiento, ademds de un proceso
limitante de la talla final. La combinacién del aumento de los
esteroides sexuales y de la hormona de crecimiento, parece ser
responsable del pico de crecimiento puberal (47). La diferencia

en la talla del adulto entre hombres y mujeres es debida en parte

al pico de crecimiento ‘estatural puberal que ocurre 2 afos

después en los varones (68) en quienes éste es tipicamente un
evento tardio, que empieza durante el estadio 3 de desarrollo vy

alcanza un maximo durante el estadio ‘4 (52).




PUBERTAD RETARDADA E HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROPICO

En algunos individuos 1la pubertad puede presentarse
tardiamente (pubertad retardada) o nunca iniciarse
(hipogonadismo). La pubertad retardada puede ser definida como la
ausencia de desarrollo sexual secundario a una edad de 15 afios en
los varones y de 13 afos en las mujeres., En muchos casos la causa
de la pubertad retardada es facilmente atribuible a un proceso
patolégico preexistente, como enfermedad sistémica croénica severa
o anorexia nervosa. En contraste, en otros casos, la etiologia
del retardo puberal es menos evidente'y la causa debe de ser
determinada mediante procedimientos diagnésticos especificos
(64).

' Aunqﬁe en la préactica médica se reéonocen menos nifas- que
nifios con pubertad retardada, presumiblemente por rézones
psicosociéles, la incidencia de" esta condicién no difiere
marcadamente entre ambos sexos, Por definicibn, la  poblacién
general puede contener 2.5 % dg individuos quienes maduran én un

tiempo 2 desviaciones estandar mds alld de la media. La mayoria



de estos nifios tienen retardo fisioldgico, también llamado
constitucional, en cuanto al crecimiento y el desarrollo puberal.
Estos pacientes deben ser diferenciados de aguellos con
patologias subyacentes o alteraciones hormonales que condicionen

retraso puberal (70).

Dentro de las pubertades retardadas patoldgicas, conocidas

también como hipogonadismos, la determinacién de gonadotropinas
(LH y FSH) en sangre permite dividir a estos padecimientos en 2
categorias generales: hipogonadismo hipergonadotroépico, definido
como una alteracidén gonadal primaria con un aumento secundario de
gonadotropinas e hipogonadismo hipogonadotrépico, que es definido
como una alteracién primaria del eje hipotdlamo-hipéfisis con una
consecuente disminucién en la secrecidn de . gonadotropinas vy
secundariamente. de esteroides'gonadales. La presencia de niveles

bajos de gonadotropinas en un paciente con pubertad retardada

puede - deberse a diversas causas. .La etiologia mas comin:de.

pubertad retardada es la fisioldgica y puede ser diégnostitada
con certeza solo después de haber excluido otras élteiacidnes
especificas, En la actualidad no existe ningin método ‘para
diférenciar con certeza; antes de»loé 18‘aﬂ§s de edad,lqué'un

individuo presenta pubertad retardada fisioldgica o hipogonadismo
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hipogonadotrépico. Si no es posible excluir otros diagndsticos,
como el hipogonadismo hipogonadotrépico idiopat ico, se tendré que
esperar hasta los limites de edad establecidos (18 anos en el
varén y 16 afos en la mujer) con el fin de poder determinar el
diagndéstico de certezak (10, 71) .

Existen varias entidades patoldgicas que condicionan
hipogonadismo hipogonadotrépico y por lo tanto pubertad
retardada., Los pacientes con deficiencia mil tiple de hormonas
trépicas generalmente presentan alteraciones en varios de los
ejes hipotédlamo-hipofisiarios, lo que condiciona retardo en el
crecimiento e infantilismo sexual. El hipipi tuitarismo, en la
mayoria de los casos, es un defecto hipotalimico de origen
desconocido, aunque siempre debe excluirse la posibilidad de que
sea secundario a la presencia de un tumor. Los tumores
hipofisiarios primarios en nifios' raramente son causa de
hipopituitarismo, sin embargo, los cramnofaringiomas ~pueden
crecer dentro de la silla turca asi como hacla arriba, dentr’o" del.

hipotdlamo. Las ‘lesiones por histiocitosis X, tub‘erculosis-o

sarcoidosis, pueden interferir con la funcidn de - la_ hip6fisis.

anterior y/o  posterior, . -por  infiltracién hipotalémica, vLas'
anormalidades en el desarrollo de la linea media del SNC pueden

estar asociadas a  una variedad de defectos hipotalamicos 'y
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condicionar hipogonadismo (70,72). La radiacién de la cabeza o el
cuello en el tratamiento de tumores pueden producir disminucién
de las  funciones hipotdlamo-hipofisiarias (713). Ciertos
padecimientos como el sindrome de Prader-Willi se encuentran
asociadas con deficiencia de gonadotropinas (74). Este sindrome

estd caracterizado por hipotonia, obesidad, retardo mental, talla

baja y diabetes mellitus tipo 2. El grado de hipogonadismo en -

ésta alteracidn varia de parcial a severo. En una proporcioén
importante de estos casos se ha descrito una alteracién del
cromosoma 15 caracterizada por delecién en la parte proximal del
brazo largo, en la regién qll-ql3 (75). El sindrome de Bardet-
Biedl es una forma rara ;ie hipbgonadismo hipogonadotrépico y esta
caracterizado por retini‘tis pigmentosa, obesidad, retardo mental
y polidactilia. La herencia es autosémica recesiva y él grado de
deficiencia‘de gonadot:opinas es variable ‘(76): El sindromé_de
lentiginosis miltiple ha sido asociado con. hipogonadismo y

preéenta ademds defectos cardiacos, anormalidades furolbgi‘cas;

talla baja y sordera. Otros sindromes complejos ,asociados,con :

hipogonadismo incluyen al\sindrome de Noonan, ~ al sindrome d‘ev

Moebius, a la ictiosis congénita y a la ataxia cerebelar ‘(70,77).

Cualquier alteracién si‘st,émica que afecte el crecimiento puede . -

causar -un desarrollo puberal tardio. Tales afecciones inéluyen
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una gran variedad de trastornos nutricionales y del tracto
gastrointestinal, asi como enfermedades cardiacas y renales
severas. La falla renal «con uremia asociada, produce
invariablemente retardo del crecimiento a cualquier edad (78). La
enfermedad inflamatoria intestinal y la enfermedad celiaca son
ejemplos bien definidos de alteraciones gastrointestinales que
pueden causar un retardo severo en el crecimiento. Este Ultimo
padecimiento puede presentarse solo con talla bhaja y retraso en

la pubertad en ausencia de sintomatologia intestinal (79).

SINDROME DE KALLMANN

El sindrome de Kallmann representa la causa méds comin de

hipogonadotropismo y estd caracterizado por la as’qciacién de -
hipogoﬁadismo hipogonadotrépico y altéraciones en la olfacién. La -
primera descripcién de la enfermedad es atribuida a Maéstre-.de'
San Juan en 1856 (80), aunque los primervos ‘casos 'fémiliaréy
fueron reportados hasta 1944 por Francis J Kalvlniénn"'.‘y

colaboradores (81) . Posteriormente, en 1954, De Moréiei viealizél”v

autopsias en individuos afectados y demostré la ausencia total o

parcial de los bulbos y tractos olfatorios éox‘:.‘lofque_denominé a
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la enfermedad displasia olfato-genital (82). Desde entonces se
han descrito multiples familias y diversos casos esporaddicos con
el sindrome, demostrandose que el hipogonadotropismo es debido a
la ausencia de secrecién hipotalamica de GnRH y conociéndose en
la actualidad como sindrome de Kallmann. Los estudios
genealogicos en casos familiares de sindrome de Kallmann han
mostrado que la enfermedaa tiene un mecanismo hereditario
heterogéneo ya que se han identificado patrones de segregacién
autosomicos recesivos, autosdmicos dominantes‘y recesivos ligados
al cromosoma X (83-85), La herencia recesiva ligada al X es
considerada como la forma mas frecuente de transmisién en base al
hecho de que por cada mujer afectada existen 7 varones con la
enfermedad. El padecimiento se presenta con frecuencia de manera
esporéadica.

Los estudios orientados a identificar el gen o los genes
reponsables del sindrome de Kallmann se iniciaron en 1986 con la
observacién clinica de una familia en'la cual»algunoskvarones

afectados presentaban la asociacién de sindrome de Kallmann y de

ictiosis 1igada al X ( por deficiencia de la enzima sulfatasé de

esteroides (STS), cuyo gen estd localizado en Xp22.3)., Se pbstulbi

entonces que un sindrome de genes contiguos,  debido ‘a’ la

codelecidén del gen STS 'y del gen del sindrome de Kallmann era el
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responsable del fenotipo de estos pacientes. Esta hipdtesis llevd
a la asignacién cromosomica tentativa del gen del sindrome de
Kallmann ligado al X a Xp22.3. A partir de entonces se estudiaron
diversos pacientes con rearreglos cromosémicos que comprometian a
Xp22.3 lo que permitié la construccioéon de un mapa de delecién de
esta regién asigndndose un Iintervalo especifico al gen de
sindrome de Kallmann (86,87). A partir de este intervalo critico
y trabajando de manera independiente, dos grupos de
investigadores, aislaron un mismo gen candidato para el sindrome
de Kallmann ligado al X, el gen KAL (88,89). La identificacién
posterior de deleciones y mutaciones puntuales en el gen KAL en
pacientes con diagnéstico clinico de sindrome de Kallmann ligado
al X, confirmé al gen candidato como responsable de la enfermedad
(90-93). En la literatura se ha informado el estudio molecular de
83 pacientes con diagnéstico de ‘sinarome de Kallmann y 4rbol
genealégico sugestivo de herencia iigada al X, identificdndose en
7 casos deleciones compietas, en 2 deleciones pérciales y en 9
casos una mutacion puntual del gen KAL (90-95). .

| El geanAL consté de 14 exones y su productp protéico-és
; de. 680 aminodcidos, es un gen,que'escépa é’ia iﬁactivaéiéﬁ?dé;
cromosoma X y tiene un pseudogen homélogo en Yqil}g.‘Elianélisis

de. la secuencia de ‘la proteina codificéda por KAL  reveld
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homologia con algunas moléculas de adhesidén celular neural, las
cuales intervienen en procesos de migracidén neuronal durante la
embriogénesis (88,89). Estos datos complementados c¢on los
estudios de Schwanzel-Fukuda y Pfaff (96), quienes demostraron
que las neuronas productoras de GnRH comparten un origen y via de
migracion comin con las neuronas del sistema olfatorio accesorio,
indican que el sindrome de Kallmann ligado al X es originado por
un defecto genético en la migracion de las neuronas productoras
de GnRH y de las neuronas olfatorias. Recientemente y en base a
estudios de expresién del gen KAL en el pollo, se ha sugerido que
la alteracién precisa podria implicar una sindpsis defectuosa
entre los axones de las neuronas olfatorias y las dendritas de
las células mitrales en el bulbo olfatorio; esta sindpsis estaria
mediada normalmente por la proteina KAL(97).

En resumen, el sindrome de ‘Kallmann ligado al X es
causado por la ausencia de una proteina encargada de mantener la
integridad en la via de migracién de las neuronas préductorasnde
GnRH, las cuales se originan en la placa olfatoria y se diiigen

hacia el hipotdlamo durante el desarrollo embrionario.
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La incidencia del sindrome de Kallmann se ha estimado en 1
de cada 10 000 varones, tiene una prevalencia de 1 en cada 2°
pacientes anésmicos ¢ hipésmicos y de 1 en 30 en varones con
hipogonadismo. Existe un numero 5 a 7 veces mayor de varones
afectados en relaciéon a mujeres afectadas, lo que suglere que la
forma ligada al X es la mas frecuente.

El cuadro clinico ésta caracterizado por hipogonadismo
hipogonadotropico (niveles de LH y FSH menores de 5 mIU/ml) lo
que condiciona secundariamente niveles bajos de restosterona.
ademas existen alteraciones de la olfacién (anosmia o hiposmia no
selectivas) y alteraciones fenotipicas resultantes del estado de
deficiencia de andrégenos como son ausencia de desarrollo de
caracteres sexuales sécundarios, habito eunucoide, criptorquidia,
infertilidad y ginecomastia entre otros.

AUn cuando para diagnosticar el sindrome de Kallmann se
requieren de niveles disminuidos de LH, FSH y testosterona

plasmdticos (hipogonadotropismo) y alteraciones olfatorias, se

han descrito una - variedad de anormalidades asociadas .a -la
enfermedad tales como labio y paladér hendido, paladar ojiva‘l

alto, sinquinesia (movimientos en espejo de las extremidades),

anormalidades motoras oculares (nistagmué), _ sordera

neurosensorial, ceguera al color, ataxia cerebelar, epilepsia,
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aplasia renal uni o bilateral, rifndén en herradura, pie cavo,
manchas café con leche, diabetes mellitus tipo 2, inteligencia
limitrofe y anormalidades psiquiatricas tal como esquizofrenia.
El tratamiento del sindrome de Kallmann se basa en la terapia de
reemplazo hormonal para estimular el desarrollo y mantenimiento

de las caracteristicas sexuales sgecundarias y de la funcion

sexual, El enantato de testosterona aplicado por via

intramuscular cada 15 dias util en la promocién y el
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarias. La
administracién pulsatil de GnRH puede permitir la fertilidad en
algunos pacientes, aunque la hCG en inyecciones repetidas puede
también ser usada para estimular la gametogénesis en ambos sexos,
La criptorquidia d; larga evolucidén puede predisponér a la
apericién de tumores testiculares, por lo que la orquidectomia

estd indicada en aquellos individuos con tal riesgo (98).

En contraste con la secrecién pulsdtil de LH que se
observa en varones normales, mis del 90% de los pacientes. con

sindrome de Kallmann muestran ausencia de la pulsacién. dék‘LH

debido a la ausencia de GnRH, lo que se traduce finalmehte en

hipogonadismo. Algunos - de = estos paéientes exhiben ‘pu1505f de

amplitud baja,v secrecién de LH bioldgicamente inactiva. y. un
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patréon de secrecién de GnRH similar al encontrado en la pubertad
temprana (99)., El tratamiento exitoso con GnRH ha demostrado que
la secreciéon hipofisiaria de LH y FSH puede ser normalizada al
administrar la dosis adecuada de GnRH a los intervalos
fisiolégicos (95).

Cerca de 50% a 70% de los pacientes con deficiencia
aislada de GnRH tienen olfacién normal. No estad claro si esto
representa un proceso diferente de la enfermedad o una parte del
espectro de defectos en las neuronas de GnRH, Los pacientes con y
sin alteraciones olfatoxrias responden igualmente bien al estimulo
con GnRH, confirmando asi un defecto en la secrecidn enddgena en
ambos subgrupos (100),

Es importante estar concientes de que pugden producirse

efectos psicolégicos severos debido a un retardo en el desarrollo

sexual del adolescente (101), Estos incluyen las siguientes
manifestaciones: sintomas de tensién emocional, ‘enfermedades
psicosomaticas, sintomas de sobrecompensacién,  bajo- rendimiento

escolar, disminucién de las- actividades deportiVas y . metas-

vocacionales o educacionales inadecuadas para la edad (70). Sin

embargo, en el adolescente existe un’ grave problema ya que no

podemos . concluir por. ' ninguna prueba si se ‘trata .de ' un

hipogonadismo hipogonadotrépico fisiolégico o patqlégico. El
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iniciarle el tratamiento a un nifo con pubertad retardada
fisioldgica, ademas de ser molesto y costoso, puede ocasionar la
formacién de anticuerpos anti HCG (si es que este fue el farmaco
elegido) . En contraste, a un paciente que presenta hipogonadismo
hipogonadetrdpico conviene iniciarle el tratamiento a partir de

los 13 a 14 aflos de edad, El retraso en el manejo terapéutico en

estos sujetos condiciona la apariciéon de las alteraciones

psicosociales antes descritas, ademas de que el desarrollo

genital final puede no ser el dptimo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.~ Cuales son las anomalias clinicas que se asocian con

mayor frecuencia al sindrome de Kallmann?

2,- Cual es el patrén hereditario gque se encuentra con

mayor frecuencia en los casos familiares de sindrome de Kallmann?

3,- Que tipo de alteraciones moleculares se encuentran en
el gen responsable del sindrome de  Kallmann ligado al X en

poblacién mexicana?
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OBJETIVOS

Conocer la frecuencia de las alteraciones clinicas

asociadas al sindrome de Kallmann

Identificar el patrdn hereditario observado en los casos

familiares de sindrome de Kallmann

Detectar alteraciones moleculares en el gen del  sindrome

de Kallmann ligado al X (deleciones parciales o totales del gen).

3
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio transversal, observacional y
descriptive en 22 pacientes masculinos con diagnéstico de
sindrome de Kallmann, quienes fueron captados en los servicios de
Genética del Hospital General de México y de Biologia de la
Reproduccién del Instituto Nécional de la Nutricién "“Salvador

Zubirén”,

Al ingreso de cada paciente se practicé evaluacién clinicg
detallada con el fin de determinar el grado de desarrollo sexual
secundario y estadificacién del mismo 'de acuerdo a la
clasificacién. de Marshall y Tanner. La funcién olfatoria fue
evaluada de acuerdo a la metodologia descrita por Rosen (104ff
Esta prueba consiste en evaluar ‘la olfacién mediante',la
identificacién de diversos aromas, que ya han sido prévia&ente
estandarizados en 100 controles sanos. Estos arbmas se preéentqn
al paéiente coh los ojos vendados y en yrecipienﬁes 6pac65,

iniciandose con el aroma menos penetrante para finalizar con el
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mas penetrante., Se utilizan los siguientes aromas: dentifrico,
jabén de tocador, vainilla, café y colonia. Se clasifica al
paciente como andsmico cuando no percibe ninguno de los 5 aromas
presentados; se considerara que el paciente es hipésmico cuando
no perciba alguno (s) de los aromas presentados, La prueba fue
diferida cuando se presentdé alguna anomalia que alteraba
circunstancialmente la olfe;cién, por ejemplo gripe, rinitis
alérgica, etc., Las alteraciones «clinicas asociadas a la
enfermedad fueron recopiladas en una hoja-formato disefada
especialmente para ese fin,

Se considers que el padecimiento presentaba probable
transmisién ligada al cromosoma X cuando existia por lo menos un
hombre afectado en la familia de la madre del propdsito o se

encontraban 2 hermanos varones afectados, ausencia de mujeres

afectadas en la familia y ausencia de consanguinidad.

Se excluyé la posibilidad de una lesién tumoral ‘que

condicionara el hipogonadismo hipogonadotrépico mediante placas

de craneo AP y. lateral. Asimismo, mediante la historia clinicé

detallada . se  excluyeron otras = causas . de - hipogonadismo
hipotaldmico, realizar
Para la realizacién de 'los estudios endocrinolégicos se

obtuvieron determinaciones basales en .plasma de LH, FSH,
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testosterona y estradiol. En todos los pacientes se realizo
prueba de estimulacién con GnRH previa impregnacién con la misma
normona. Para ello, se estimuld al individuo durante 4 dias con
100 microgramos de GnRH disueltos en solucién salina a pasar en 2
horas y cada 30 minutos se cuantificaron las concentraciones de
gonadotropinas ( se extrajeron 1.5 ml de sangre venosa en cada
tiempo). El quinto dia se vrepitié la infusidon pero la
cuantificacién de gonadotropinas se hizo cada 15 minutos e
incluso media hora después de haber concluido el estimulo. Se
considerdé que un paciente respondia, y por lo tanto presentaba un
hipogonadismo hipotaldmico, cuando la respuesta de LH estaba por

arriba de 6 mUI/ml y la de FSH por arriba de 3 mUI/ml (44).

Para el andalisis hormonal, cada muestra sanguinea

permanecié durante 30 minutos a temperatura ambiente para lograr

su coagulacién. Posteriormente, se centrifugd a 1000 Xg. El'suero
resultante se congelé a -20 grados centigrados hasta el dia en
que se llevé a cabo el radioinmunoandlisis (RIA) de LH, FSH .y

testosterona. Todos los reactivos para este estudio  fueron

donados por el Matched Reagent Program de la OMS (Ginebra,

Suiza).
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La LH y FSH séricas se cuantificaron mediante RIAs de
doble anticuerpo, de acuerdo con la metodologia descrita por Sufi
y colaboradores (103). Los resultados de estas hormonas se
expresaron en miliunidades internacionales por mililitro de
acuerdo a la primera preparacién de referencia internacional, Con
el fin de evitar variaciones interensayo, todas las muestras de

un sujeto fueron analizadas en el mismo ensayo.

A todos los pacientes se les realizd evaluacidn
oftalmolégica especializada, asi como urografia excretora, previa
determinacién de urea y creatinina. En los casos en que la
urografia excretora reportd alteraciones anatdmicas renales, se

realizé TAC de abdomen para corroborar el diagndstico

Los estudios moleculares se llevaron a cabo mediante las
técnicas que se seflalan a continuacién:
A) Obtencién de DNA genémico: los 20 ml de sangre

extraidos al paciente se aplicaron en tubos con EDTA" como

anticoagulante. Los leucocitos se separaron por centrifugacién y -

se lavaron con amortiguador de lisis de eritrocitos hasta obtener
un botén blanco libre de eritrocitos, se agregévamortiguador de

lisis de leucocitos y proteinasa K a una concentracién final de
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200 microgramos/ml y se dejé en incubacién entre 18 y 20 h a
42°C,

Posteriormente, se realizaron dos extracciones con fenol-
cloroformo 1:1 y una extraccién con cloroformo-alcohol iscamilico
24:1, se precipité el DNA con alcohol absclute a -20°C y NaCl a
una concentracién final de 50 a 100 mM. El DNA se lavé en etanol
al 703 y se disolvidé en amortiguados de Tris-EDTA. Todas las

muestras se almacenaron a 4°C.

Las muestras de DNA diluidas 1:1000 se analizaron por

espectrofotometria, mediante la lectura de la absorbancia a 260 y
280 nanémetros, calculando la relacién 260/280 y la concentracioén
de la muestra, mediante la siguiente formula:
concentracién DNA ' (microgramo/microlitro)= (Ano)(diluciénq)
(0.05 microgramos/microlitro)0.05 microgramos/microlitro de DNA =
1- D.0. 260,

Para verificar la existencia de una adecuada'calidad de la
muestra se realizé una electroforesis en gel de agarosa’al 0.8%

(110), Cuando la relacién 260/280 no se encontré dentro de los

‘limites de referencia, se realizd una re-extraccién con el fin de

purificar el DNA., Asimismo, en los casos donde se: encontrd

degradacién del DNA en la electroforesis, se recortard la banda
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de alto peso molecular del gel de agarosa, para asi reobtener el

DNA por el método de congelacién en nitrégeno liquido (111).

B) Sintesis de oligonucleotidos: la sintesis de
oligonucleétidos especificos para cada exdén del gen KAL se
realizé en un sistema automdtico. Debido a la reactividad de las
bases nitrogenadas y a la preéencia del azucar del DNA, todos los
centros reactivos fueron protegidos por grupos especiflcos. Las
funciones nucleofilicas del amino de las bases se protegieron con
un grupo isobutilo el cual fue removido cuando se completo la
sintesis por lisis con amonio. El 5'-OH de la deséxirribosa es
protegido con dimeto?iﬁril (DMT), el cual se eliminé por un acido
prético débil al inicio de cada ciclo de acoplamiento. El 3°-OH
del azicar se deriva mediante un grupo altamente reactivo de
fosforamidita que es activado por acoplamiento con un &cido
débil, El loxigeno del fosfato que se encuentra cargado és
protegido por un grupo B-cianoetilo. Asi, se obtiene la formacién
secuencial y especifica de los enlaces fosfato internucieétidos

(111).

Cada oligonucledtido se resuspendié en 200 microlitros de agua

bidestilada estéril y diluido -1:500. Se realizé la  lectura

espectrofotométrica a 260 nm cuantificdndose: la cantidad de
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oligonucleétido. La concentracién de cada oligonucledtido se
determind mediante la siguiente formula:

Ay;p X 500 X 0.03 = (oligo) microgramo/microlitro

C) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR):
Aproximadamente de 500 nanogramos a 1 microgramo de DNA se
amplificdé mediante PCR, durante 30 ciclos (desnaturalizacion a
94°C por 1 min; alineamiento a 55°C durante 1 min (excepto para
el exén 1 el cual se alined a 63°C) con 1 min de extensién a
72°C, Se utilizaron pares de oligonucleétidos que flanquean las
secuencias intrénicas de los exones de KAL. El analisis de las

muestras se realizdé en un gel de agarosa al 1,5 (91).

D) Southern Blot: para la técnica de hibridacién DNA-DNA
tipo Southern, se digirieronde 10 a 20 microgramos de DNA con la
enzima de restricclén EcoRI, para obtener fragmentos de ‘DNA de
tamaio especifico. Estos fragmentos fueron séparados en un gel de
agarosa al 0.8% tenido con ‘bromuro de etidio; El DNA se

desnaturalizé - in situ, se colocd el gel en solucidn

desnaturalizante en agitacién moderada por ‘upa hora- y por una

hora en solucién neutralizante. Posteriormente, se transfirié a

una membrana  de nitrocelulosa reforzada con nylon (vDuralose'UV,
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Stratagene o Hybon C-extra, Amersham) de acuerdo al procedimiento
descrito por Southern (110). Con el fin de preparar la membrana vy
evitar uniones inespecificas se realizdé un paso de prehibridacion
de acuerdo a las técnicas estandar, La hibridacién del DNA
transferido a la membrana se realizé con la sonda (pFB23A) que
corresponde al DNA complementario del gen KAL. El marcaje de la
sonda se llevdo a cabo cor; dATP—”p o con algun marcaje no
radiactivo. La hibridacion tuvo una duracién de 18 h a 45°C;
posteriormente, se hicieron miltiples lavados con una solucién de
SDS y SsC (111).

E) Analisis conformacional del polimorfismo de cadena sencilla
de DNA (SSCP): con e.l fin de realizar un tamizaje para determinar
en que exon pudiesen encontrarse mutaciones puntuales causantes
de la enfermedad, los fragmentos obtenidos por PCR se analizaron
por el método de SSCP, mediante la utilizacidén de técnicas no
radiactivas en el equipo phast system (112). A 1 microlitro de
producto de PCR de cada exén a estudiar, se le adiciohé 1
microlitro de solucidén desnaturalizante (98% formamida, 0.05%

azul de bromofenol, 0.05% xilencianol 'y 2% glicerol).  Dicho

producto se hirvié por 5 min con el fin de dsnaturalizar los

productos. de’ PCR, los cuales se enfriaron inmediatamente, ‘para

asi evitar la renaturalizacién de los mismos. Las muestras se
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separaron en un minigel de poliacrilamida al 12.%% con un
precorrimiento a 400 V, 10 mA, 2.5 W, 15°C y 60 wvh. El
corrimiento se realizé a 400 Vv, 10 mA, 2.5 W, 15°C y 60 vh, Los
geles se tifileron con nitrato de plata. Finalmente, se compard el
patron de bandas con el de los controles para asi reconocer la

existencia, en caso dado, de alguna alteracién.
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 22 pacientes masculinos en
quienes se concluyd el diagnéstico clinico y endocrinolégico de
sindrome de Kallmann y cumplieron con los criterios de inclusiodn

en el protocolo.

HALLAZGOS CLINICOS

En la tablas 1 y 2 se resumen los datos clinicos

encontrados en los 22 pacientes estudiados.

El rango de edad se encontré entre 9 y 51 afos de edad. con un

promedio de 26,18 anos. El motivo de consulta en la mayoria de
los casos fue la ausencia ' de ' desarrollo sexual éecundario o
hipogenitalismo en 18 césos; 3 casos consultéron‘por infertilidéd
y. en 1 caso el motivo de consulta fue microgenitalismo. En éodos

los pacientes se presentaron alteraciones de. la olfacién: anosmia
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en 14 pacientes (63.6 %) e hiposmia en 8 (36.4 %); la prueba de
olfacién se realizd de la misma manera en las madres de 15 de los
propésitos sin encontrarse en ningun caso alteraciones olfatorias
que sugirieran el estado de portadoras. Todos los pacientes
presentaron hipogenitalismc de graclos variables (valorado por la
escala de Tanner). 18 pacientes presentaron habito eunucoide, 8
criptorquidia (5 unilateral Y 3 bilateral) corregida
quirurgicamente en 7 de ellos. En 1l casos se encontrd
ginecomastia bilateral; 2 pacientes habian sido sometidos a
mamoplastias de reduccién debido al crecimiento mamario. Las

anomalias asociadas a la enfermedad encontradas con mayor

frecuencia fueron: paladar alto (n = 12), sinquinesia de
extremidades superiores (n = 11), acortamiento de cuartos
metacarpianos (n = 10), alteraciones renales (n = T,

padecimientos dermatolégicos (n = 6}, alteraciones oftalmolégicas

(n = 6) y asimetria facial (n = 5), Las alteraciones renales

encontradas. fueron agenesia renal ‘unilateral en 3 casos,’

malrotacién renal‘ unilateral en 2 casos, malrotacién renél

bilateral en 1 caso y ectasia pielocalicéal bilateral también en

1 caso. En los 3 pacientes con ‘agenesia renal unilateral, se -

realizé ademds .TAC abdominal la cual corrohord el diagnéstico‘

Los padecimientos dermatolégicos . asociados consistieron en -2
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casos a ictiosis ligada al X, en 2 casos a dermatitis atopica, un
caso de urticaria y 1 caso de vitiligo. Dentro de las
alteraciones oftalmolégicas encontradas, 3 casos correspondieron
a paralisis de muscuios oculares, 1 caso de microcornea

bilateral, 1 caso de estrabismo y 1 caso de miopia,

ESTUDIO CITOGENETICO

En los 22 pacientes se realizd cariotipo con bandas GTG,
sin encontrarse alteraciones numéricas y/o estructurales en 15

metafases analizadag en cada caso. (tabla 2 ).

ANALISIS GENEALOGICO

En 10 casos familiares el arbol genealédgico fue sugestivo
de un patrén hereditario recesivo ligado al cromosoma X y en los
12 casos restantes el propésito fue ’el unico afectado en - la
familia. En ninguna de las familias estﬁdiadas se encontrd é¥g&n

caso de la enfermedad en mujeres,
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ESTUDIOS ENDOCRINOLOGICOS

Todos los pacientes presentaron niveles plasmaticos de LH,
FSH y testosterona por debajo de los limites de referencia lo que
corrobordé el hipogonadismo hipogonadotrépico. Los 22 pacientes
respondieron a la prueba de estimulacién con GnRH exdgena
confirmadndose asi el origen hipotaldmico de 1la deficiencia
hormonal (GnRH). En la figura 1 se muestra la grafica resultante
de la prueba de estimulacién en los pacientes 1 y 2, Por otra
parte, las determinaciones de estradiol plasmitico se encontraron

dentro de limites normales en todos los casos.

ESTUDIOS MOLECULARES

Se realizdé el andlisis por PCR del DNA gendémico en 22
pacientes, encontrdndose amplificacién normal de los 14 exones
del gen KAL en 20 de los sujetos. En dos pacientes, ‘hermanos_
(pac.*17 y pac. 18) se observd amplificacién normal de ‘los exones

1,2 y‘del 6 al 14, pero no se reconocid amplificacién de los
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exones 3, 4 y 5. Esto sugiere la existencia de una delecién

intragénica que comprende dichos exones en ambos pacientes.

Se realizdé el estudio por SSCP no radiactivo en 11 de los
pacientes que presentaron amplificacién por PCR de los 14 exones
del gen KAL. En 8 individuos estudiados por dicha metodologia, no
se demostrd alteracién en el patrén de movilidad electroforética

de ninguno de los 14 exones del gen KAL. Los 3 pacientes

restantes presentaron un  patrén alterado de movilidad

electroforética del exéon 11; tales alteraciones pueden

corresponder a mutaciones puntuales en dicho exén.
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TABLA 1 ,
CARACTERISTICAS CLINICAS , CITOGENETICAS Y GENEALOGICAS

N ~ ARBOLSUGESTIVO
PACIENTE | EDAD MOTIVO DE CARIOTIPO | ALTERACION EN | DE HERENCIA LIGADA
(afios) CONSULTA i LA OLFACION {ALCROMOSOMA X
1 38 - 'ADS 46, XY ANOSMIA NO
2 27 ADS 46, XY ANOSMIA NO
3 29 ADS .46, XY HIPOSMIA NO
4 15 ADS 46, XY HIPOSMIA Si
5 30 I 46, XY HIPOSMIA S1
— 6 29 I 46, XY HIPOSMIA St
7 19 ADS 46, XY HIPOSMIA NO
8 23 ADS 46, XY ANOSMIA NO
9 18 ADS 46, XY ANOSMIA Si
10 9 MG 46, XY ANOSMIA SI
11 25 ADS 46, XY HIPOSMIA NO
12 22 ADS 16, XY ANOSMIA SI
13 23 ADS 46, XY HIPOSMIA NO
14 29 ADS 46, XY ANOSMIA NO
15 20 ADS 46, XY ANOSMIA NO
16 34 ADS 46, XY ANOSMIA SI
17 25 ADS - 46, XY ANOSMIA SI
18 23 . ADS 46, XY ANOSMIA NO
19 51 ADS 46, XY ANOSMIA Si
20 : 30 1 46, XY ANOSMIIA NO
.21 34 ADS 46, XY HIPOSMIA NO
22 23 .} ADS 46, XY ANOSMIA SI
ADS = A_USENCIA’DE DESARROLLO SEXUAL SECUNDARIO 46 1= INFERTILIDAD MG= MICROGENITALISMO
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ALTERACIONES CLINICAS AS

TABLA 2
OCIADAS AL SINDROME DE KALLMANN

V = \VITILIGO

- EST = ESTRABISMO

47

MP =MIOPIA

| PACIENTE mﬁri%rggms PALADAR | SINQUINESIA 3&‘,"&:";‘:’2"" CRIPTORQUIDIA | PADECIMIENTOS A‘-m*"g ALTERACIONES
METACARPIANO OFTALMOLOGICAS
1 + + - - - A MRU -
2 + - + + + - MRB -
3 + + - - - - - -
4 - + - - - I - -
5 - - - + - - 1 - -
6 + - + - + - - -
7 + - - + - - - -
8 + - +. - - A EPB PMO
9 + + + + + - ARU -
10 + + + + - - ARU -
11 + + - + + - - -
12 + + - - + A - -
13 S+ - - - - - - -
14 + + + - + \Y% MRU MCB
15 + + + - - - EST
16 + + + - - - ARU PMO
17 3 - + + + - - PMO
18 + - - + - - - -
19 + - - + - - - -
20 - - - + - - - MP
21 + + - - - - - -
22 + + + + + - _ -
A= ATOPIA MRU = MALROTACION RENAL UNILATERAL - ARU = AGENESIA RENAL UNILATERAL
1 = ICTIOSIS. MRB = MALROTACION RENAL UNILATERAL PMO = PARALISIS DE LOS MUSCULOS OCULARES
- EPB =.ECTASIA PIELOCALICEAL BILATERAL MCB = MICROCORNEA BILATERAL




TABLA 3

CONCENTRACIONES HORMONALES BASALES

REFERENCIA

LB FSH T
PACIENTES - (mUImi) (mU/mi) (ngml) ESTRADIOL

1 13 02 3.0 14
2 0.4 0.3 0.4 <13
3 28 1.6 23 18
4 0.8 0.9 1.4 <13
5 6.4 2.0 3.6 36
6 1.1 1.7 12 <13
7 13 0.1 0.4 i3
8 - 2.4 1.8 03 <13
9 N.D 0.9 05 <13
10 03 o8 0.1 <13
11 0.4 N.D 02 14
12 0.4 0.1 03 <13
13 0.7 1.6 03 15
14 1.4 93 0.4 <13
15 0.1 N.D 15 15
16 N.D N.D 0.4 <13
17 1.0 N.D 0.8 <13
18 0.8 23 1.1 17
19 N.D N.D 03 <13

20 2.0 0.2 0.2 <13
21 52 0.6 0.4 <13
22 0.6 N.D 0.4 <13

VALORES DE =
3-12 0.5-5.0 >3.8 <60

' N.D = NO DETECTABLE
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FIG. 1: RESPUESTA HIPOFISIARIA
EN TERMINOS DE LH AL
ESTIMULO CON GnRH 1.V..
POSTERIOR A 4 DIAS DE
ADMINISTRACION DEL
DECAPEPTIDO, EN DOS SUJETOS
(PACIENTES 1 Y 2) CON
DIAGNOSTICO DE SINDROME DE
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SOMBREADA REPRESENTA EL
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ENTRE LOS 22 Y LOS 35 ANOS DE
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DISCUSION

El sindrome de Kallmann es la causa mas comin de
hipogonadismo hipogonadotrépico y un motivo frecuente de
pubertad retardada en los varones. Se caracteriza por la
asociacién de hipogonadotropismo y alteraciones en la
olfacién, aunque se han descrito una variedad de anomalias '
clinicas asociadas a la enfermedad que afectan
principalmente rifidén, ojos, piel y estructuras
craneofaciales. Por otra parte, la enfermedad presenta
heterogeneidad genética ya que puede transmitirse de manera
autosémica recesiva, autosémica dominante o recesiva ligada
al cromosoma X. Este Gltimo mecanismo es el més frecuente‘
ya que existe una proporcidén mayor de hombres afectados que
de mujeres (7 a 1). El gen responsable del sindrome de
Kallmann ligado al X se identificd recientemente y se ha
reportado. que alteraciones en - este gen, »tale’s‘ como
mutaciones pﬁntualeé y deleciones, son reéponsables de la

enfermedad. En nuestro pais no existe a la fecha ningun

estudio acerca del sindrome de Kallmann, bor lo ‘que. se

desconocen cuales 'son las alteraciones clinicas qué se
asocian con mayor frecuencia a la enfermedad, su mecanismo

de transmisién hereditaria en los casos familiares y las
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alteraciones moleculares en el gen, todo lo cual es motivo

del presente estudio.

En los 22 casos estudiados se comprobd el diagnéstico
de la enfermedad en base a niveles disminuidos de
gonadotropinas plasmiticas y alteraciones olfatorias, Las
anomalias de la olfaciédn correspondieron a anosmia en 63,6%
de los pacientes mientras que el 36.4% de los pacientes
resulté hipdsmico. En la literatura revisada no existen
datos acerca de la proporcién de paclientes andsmicos e
hipdésmicos y no se ha podido correlacionar el grado de
alteracién olfatoria con anomalfas especificas a nivel
molecular, auﬁque ge considera que las mutaciones que
alteran de forma importante la funcién de la proteina
producto de KAL, resultan en individuos anésmicos (91).

Se ha reportado que. las portadoras del sindrome de
Kallmann ligado al X pueden presentar manifestaciones leves

de la enfermedad como alteraciones menstruales y de 1la

olfacién (93) sin embargo, en el presente estudio se evalud .

la funcién olfatoria en 15 madres de casos indice sin

encontrarse en ellas ninguna anomalia.

Las alteraciones clinicas asociadas a la enfermedad se

encontraron en. forma-frecuente y fueron: paladar alto (n =
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12), sinquinesia de extremidades superiores (n = 11),
acortamiento de cuartos metacarpianos (n = 10),
padecimientos dermatoldgicos (n= 6), alteraciones renales
(n = 7), alteraciones oftalmoldgicas (n = 6) y asimetria
facial (n = 5). Estas anomalias coinciden con las
reportadas en diferentes estudios de la enfermedad y se
correlacionan con el sitio de expresién del gen KAL: bulbo
olfatorio (alteraciones de la olfacién), nucleo oculomotor
(anomalias de la movilidad ocular), mesonefros/metanefros
(alteraciones renales) y mesénquima facial (LPH y asimetria
facial) (97).

Una observacidn interesante en este estudio es que no

se encontraron algunas anomalias clinicas que se reportan

con frecuencia en estudios previos de la enfermedad,

particularmente pie cavo, labio y paladar hendido, sordera .

neurosensorial y ‘retraso mental; esto podria deberse en

parte al tamaflo de la muestra. Ademds, se encontraron 4

pacientes con atopia (18.8%) los cuales correspondieron. a 2

casos de dermatitis atépica, 1 caso de urticaria y 1 caso

de edema angioneuritico, La ocurrencia de enfermedades
atépicas en el 'sindrome de Kallmann no' se encuentra
reportada en la literatura y puede representar un. dato de

relevancia en la historia natural de la enfermedad.,
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En lo que se refiere al estudio genealdgico, en 10
casos se encontrd un patrén hereditario sugestivo de
herencia recesiva ligada al X, lo que concuerda con la
literatura que seflala a este tipo de herencia como el mas
frecuente. Los 12 pacientes restantes son casos unicos del
padecimiento en sus respectivas familias y si bien pudieran
corresponder a pacientes con los otros dos tipos de
herencia de la enfermedad (autosdémica recesiva y autosémica
dominante), no puede descartarse herencia recesiva ligada
al X, ya sea por mutaciones nuevas o que por azar sean los
unicos afectados en familias portadoras del gen. Se
requeriran estudios moleculares mas finos en estas familias
para descartar que la enfermedad se’encuentre ligada al
cromosoma X y asi poder realizar diagnéstico temprano del
padecimiento y ofrecer un asesoramiento genético confiable.
En nuestra poblacién inicial de pacientes con hipogonadismo
hipogonadotrépico, no se detectd a ninguna mujerf con
anosmia o Hiposmia y tampoco en la muestra finél de 22
pacientes con sindrome de kallmann se encontraron ﬁujeréé
con la enfermedad atn en los casos famibiéres.‘Estos datds

; o ¢
podrian sugerir que la forma recesiva ligada al‘X‘eS més
comin en nuestra poblacién. que en poblaciones estudiadas

con anterioridad en las que la proporciéﬁ de afectados por
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sexo que se reporta es de 1 mujer afectada por cada 7

varones con la enfermedad (92).

Los estudios moleculares del gen KAL en los 22 casos
reportados en este trabajo, permitieron identificar a 2

pacientes (hermanos) con una delecién intragénica de los

exones 3, 4 y 5. De acuerdo a la literatura las deleciones

son infrecuentes en el gen KAL (90), en 1991, Bick reportd
2 hermanos con una delecién intragénica de aproximadamente
3 kilobases en el extremo 3’ del gen KAL (90). La delecidn
descrita en nuestros 2 pacientes constituye el segundo
reporte de una delecidén intragénica, asi como la primera
alteracidén molecular identificada en pacientes mexicanos
con sindrome de Kallmann,

En el grupo de 11 sujetos en quienes se realizd la
técnica de SSCP, se encontraron 3 pacientes con alﬁeracién
en el patrdn de corrimiento electroforético dél exén 11, lo

que sugiere la presencia de mutaciones puntuales. En estos

3 pacientes deberd realizarse posteriormente  la

secuenciacién directa de dicho exén para descartar o
confirmar tal alteracién. En los 8 pacientes restantes en

los que se realizé el anédlisis por SSCP de. los 14 exones

del gen KAL, no se encontraron alteraciones en el patrén de.

corrimiento electroforético. Estos datos no,descartan’qué
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en alguno (8) de estos pacientes pueda existir una mutacidn
puntual ya que se considera que la técnica de SSCP no
datecta 20% de tales anomalfas (113). Serd necesario
realizar la secuenciacidn directa de los 14 exones del gen
para descartar la existencia de mutaciones puntuales que
sean responsables de la enfermedad.

Por otra parte, en un trabajo publicado en 15993 por
Hardelin, se estudiaron diversos casos familiares de
sindrome de Kallmann en quienes se observé un patrén de
transmisién compatible con herencia recesiva ligada al X
(93). En algunas de estas familias no se logré detectar
ninguna alteracién en el gen KAL aGn despues de la
secuenciacién de todos los exones; ‘estos resultados
sugirieron 3 posibilidades para explicar la ocurrencia de

la enfermedad en tales pacientes:

1.~ que la mutacién 'se encuentre en regiones
intrénicas del gen ( como ha sido reportado por Hardelin )
(92, 93).

, . ’

2.~ que “la mutacién = se  encuentre - en  regiones
promotoras del gen

3.- que algunas de estas familias representen casos de
la enfermedad con las otras formas de herencia (autosémica

recesiva o autosémica dominante).
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Es importante considerar alguna de estas 3 posibilidades en
los pacientes en quienes al finalizar nuestro estudio no se

encuentre ninguna alteracidn molecular.

Se requerirdn otros datos moleculares para identificar
a los genes responsablés de las formas dominante y recesiva
del sindrome de Kallmann, y poder establecer el mecanismo
por medio del cual las alteraciones en estos genes producen
la asociacidén de hipogonadismo hipogonadotrépico y defectos

en el sistema olfatorio.
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