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RESUMEN

La disgenesia gonadal pura (DGP), es una alteracidn en
la traduccidén del sexo cromosdémico al sexo gonadal, la cual
se caracteriza por presentar un complemento cromosdmico 46,XX
v falla ovArica prematura gue se traduce en amenorrea
primaria (en su forma completa) o amenorrea secundaria (en su
forma incompleta) v en un desarrcllo puberal anormal. La DGP
46,XX se puede presentar en forma esporadica o en casos
familiares con un patrén de transmisidn autosdbmico recesivo.
También se presenta hipogonadismo hipergonadotrépico
secundaric a la presencia de estrias gconadales bilaterales u
ovarios marcadamente hipoplésiccs con algunos foliculos. Se
ha demcstrade en <casos esporadiccs vy familiares, que
mutaciones en sentido errdéneo en el gen (FSHR) que codifica
para el receptor de la hormena foliculo estimulante (FSH),
son la causa de una forma de DGP 46,XX al ocasionar una
reduccidén en la capacidad de unién de la hormona a su
receptor y una consecuente disminucidn de la produccién de
adenosin monofosfate en su forma ciclica (AMPcg).

El gen abarca 54 kilcbases y estéd formado por 10 exones
y 9 intrones. La regidén traducida comprende una proteina de
678 aminoacidos, con un peso molecular de 76.46 kilodaltones.

En este ftrebajo se realizd el estudio molecular de los

10 exones que comprenden al gen del FSHR de 12 mujeres con



diagnéstico de DGP 46,XX. Se extrajo el DNA gendmice de
sangre periférica de las 12 pacientes con DGP 46,XX. Por
medio de la técnica de PCR, se amplificarcon los 10 exones del
gen del FSHR para investigar la presencia de deleciones,
utilizandose 12 pares de oligonucleébtidos sintétricos,
derivados de la secuencia de dicho gen., Para identificar la
presencia de mutaciones puntuales, los fragmentos
amplificados por PCR se purificaron y fueron secuenciados en
ambas direcciones.

En todos los cascs se observd que el tamafio y la
secuencia de lcs productos de PCR de los 10 exones del gen
del FSHR en las 12 pacientes estudiadas fuercon iguales a los
normales; por 1o que se sugiere, gque la presencia de DGP
46,XX en las 12 mujeres estudiadas, puede ser secundaria a
mutacicnes localizadas en la regidn promotora del gen del
FSHR, en sus regiones intrénicas o¢ bien debido a la
existencia de alteracicnes en algunos de los genes que

participan en la cascada de la diferenciacién sexual.



INTRODUCCION

DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL

La diferenciacidn sexual es uno de los fendmencs bioldgicos
de maycr trascendencia y complejidad, el cual permite la
perpetuacidn de las especies con reproduccidn sexual. El
dimorfismo sexual es el resultado de una serie de eventos que se
presentan en las etapas més tempranas de la vida, requiriéndose
un alto grado de precisidn en sus mecanismos de regulacién., Este
Se realiza en tres etapas sucesivas: crcmosdmica, genadal vy
fenotipica. La diferenciacidn cromosébmica se inicia al momentc de
la fertilizacién cuando un espermatozoide que posee un cromosoma
X o un cromoscoma Y fertiliza a un dvulo gue aporta un cromosoma
X. De esta forma, se establece el dimorfismo sexual gue
caracteriza a los mamifercs, en 1los cuales la hembra presenta un
complemento cromosémico sexual XX y el macho XY. Los eventos
posteriores en la diferenciacidén sexual dependeran de la
presencia de factores determinantes de masculinizacién (i,2). La
presencia del cromosoma Y es necesaria para la diferenciacidn
testicular de la gbdnada primitiva, independientemente del numero
de cromcsomas X presentes en el genoma del individuco (3,4). E1
cromescma Y es uno de los cromosomas humanos més peguefios,
formado por una regildn heterocromatica y una regidn eucromética.
La regidén eucromédtica abarca el brazo corto, el centrdmero y el

segmento proximal del brazo largo (5); esta regién esta formada
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por blogues de secusncias homdlogas al cromosoma X, familias de
secuenclas repetidas especificas y todos los genes identificados
del cromcsoma Y (6). La regidén heterocromdtica se encuentra
localizada en la parte distal del brazo largo y esté& constituida
de secuencias altamente repetidas (7).

El cromosoma X es un cromosoma grande que constituye el 5.3%
del genoma haprloide. Se han cleonado numercsos Jgenes gue en su
mayoria codifican para funciones scmédticas; asimismo, se han
repcrtado un gran nUmerc de enfermedades ligadas a este cromosoma
(3).

En 19549, Barr vy Bertram (8) identificaron en las neurcnas de
gatos hembras un cuerpo adheride a la membrana nuclear gue se
tefila intensamente ¥y gue se encontraba ausente en las neuronas de
gatos machos. Chno y cols. (1) demostraron que esta estructura
dencminada cuerpo de Barr o cromatina sexual estaba formada por
un cromosoma X condensado; en estudios posteriores se determind
que dicho cromosoma X presentaba una configuraciédn no lineal con
los teldémeros muy proéximos (92).

La equivalencila en la dosis génica entre machos y hembras se
logra mediante la inactivacién transcripcional de uno de los
cromosomas X en el niclec de cada célula somética femenina (10).
La mayoria de los genes de uno de los cromosomas X se lnactivan
en forma temprana durante la embriogénesis (dias 12 y 18 de la
gestacidn humana} v en cada célula esta inactivacién es al azar,
es un proceso heredable va gque el cromoscoma X @ permanece

silencioso en las futuras generaciones celulares (11).



En mujeres heterccigotas para variantes electrcoforéticas de
la enzima glucosa 6-fosfate deshidrogenasa se chservd gque 1los
ovocitos formaban un heterodimero de las dos formas de la enzima,
con lo dque se demestrd que en la linea germinal femenina ge
reactiva el cromosoma X inactivo antes de la meiosis (12). La
presencia de ambos cromosomas X achtivos es necesaria para la
formacion del foliculo vy el subsecuente desarrollo del ovaric
($1). Por otro lado, en la linea germinal masculina el dnico
creoemosoma X, aparentemente no se transcribe durante la
espermatcgénesis, y permanece condensado dentro de la vesicula
sexual (7).

Esta diferencia en la actividad de los cromosomas X en las
células ¢erminales femeninas y masculinas refleja el estado
active gque permite el apareamientc normal de ambos cromosomas
homdlogos en la meicsis femenina, a diferencia de lo que ocurre
en la espermatogénesis, en la cual la inactivacidédn del cromosoma
X protege de una recombinacidén entre regiones no homdlogas, gque
tendria un efecto deletéreo en la célula germinal (13).

El dimorfismo sexual gonadal se hace presente hasta la sexta
semana de vida intrauterine (14,15). La gbnada primitiva se
transformaréd en testiculo si es que existe la presencia y la
accidén del factor determinante testicular el cual se localiza en
el cromeosoma Y. De no existir éste, la gdnada primitiva
evolucionaréd hacia ovario (16,17). En el humano, el primordio
gonadal es bipotencial e indistinguible morfolégicamente en ambos

sexos hasta la etapa de 12mm (alrededor del dia 42 de la



gestacidn humana). Las crestas gonadales se ZLforman durante la
tercera y cuarta semanas de la embriogénesis por la proliferacidn
del epitelic celémico y la condensacidédn del mesénguima en ambos
lados de la linea media entre el mesonefros y el mesenterio
dorsal (18).

En un principio, las células germinales primordiales se
localizan en el endodermo posterior del saco vitelino e inician
su migracién hacia el primordioc gonadal a través del mesénguima
del mesenterio durante la quinta semana de gestacién. Se ha
reportado gque en el embrién humanc el numerc de c¢élulas
germinales en migracidén es aproximadamente de 70C a 1300, y que
para la octava semana de gestacidn estédn presentes cerca de
600,000 <c¢élulas germinales. Posteriormente, estas células se
convierten en cvogonias o espermatogonias (18).

Las gbnadas embricnarias masculinas o< femeninas estéan
formadas por células germinales y tres tipos de <células
somaticas: las células de soporte (células de Sertoli en el
hombre y células foliculares en la mnujer), las células
esteroidogénicas (células de Leydig en el hombre y células de la
teca en la mujer) y células del tejido conectivo (19).

En ausencia del gen determinante del testicule, el primordio
gonadal posee una tendencia inherente a desarrcllarse como ovario
siempre vy cuando existan células germinales, vya que en caso
contrario se formaran estrias fibrosas incapaces de producir
hormonas sexuales femeninas durante la pubertad (20,21). En la

mujer continta la precliferaclién del epitelio celdmico y las
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células germinales crecen y se diferencian en ovogonias. Entre la
semana décima primera v la décima segunda de edad gestaciocnal
(etapa de 80 mm), las ovogonias entran en la primera fase
meldtica {ovocitos primarios) y posteriormente se detienen en la
etapa de dicticteno hasta la pubertad, momento en el cual la
hormona foliculo estimulante (¥FSH) continta la meiosis (22).

La diferenciacién fenotipica masculina y femenina se lleva a
cabo por la accidn de las hormonas sintetizadas en cada una de
las goénadas especificas. E1l mecanismo que da lugar &a este
dimorfismo en los mamiferos fue descritc originalmente por Jost
(23,24) quien demostrdé que al diferenciarse la gdénada primitiva
hacia testiculo, se induce el desarrollo del fenotipo masculino;
en cambic, si la diferenciacién gonadal se da hacia ovario, el
fenctipe, aparentemente de manera pasiva, serd Zfemenino. La
ausencia temprana de gdénadas fetales también induce un fenotipo
femenino, lo cual apoya el concepto de inactividad enddcrina del
ovario fetal (18).

Las estructuras primordiales del tracte genital gue dan
origen a los genitales internos, incluyen dos sistemas de
conductos que se encuentran presentes en los embriones de ambos
sexos: los conductos Wolffianos (mesonéfricos) y los conductos
Millerianecs (paramesonéfricos) . Los genitales externos se
desarrollan a partir de un primordio comun (tubérculo genital,
pliegues genitales y engrosamientos labloescrotales) (25).

El desarrollo del fenotipe masculino estd dado por el efecto

de tres hormonas fetales wvirilizantes sobre los primordios



genitales. La primera de ellas, secretada por las células de
Sertoli del testiculo, es la hormona inhibidora de estructuras
Mullerianas (HIM) gue se encarga de inducir la involucidn de los
conductos Miillerianos, proceso que se observa entre la sexta vy
octava semana de la gestacidn y concluye en la décima primera con
la desaparicidn de estas estructuras. Inmediatamente después de
iniciada la sintesis de la EIM, las células de Leydig sintetizan
v secretan testosterona (T). El1 efecteo virilizante de la T se
ejerce sobre los conductos Wolffianos dque se diferencian a
epididimo, vas deferens, vesiculas seminales Y conducto
evaculador (18).

La T es el andrdégeno principal secretado por el testiculo vy

es el precursor de la dihidrotestosterona (DHT). Esta se forma en
la célula blance por la accidn de la 5Sa-reductasa extragonadal.

Esta hormona durante la embriogénesis, es la Unica responsable
del desarrclle de 1los genitales externos masculinces y de la
préstata (26).

Durante la embriogénesis, el ovario no secreta HIM, ni T (ia
ausencia de esta ultima hormona da lugar a la regresidén de los
conductes Wolffianos), &al no secretfarse HIM, los conductos
Millerianos se diferencian en trompas de Falopio, Utero y tercio
superior de la vagina; el tercie inferior de esta ultima proviene
del senc urogenital. En ausencia de DHT el primordic genital se

transformara en clitoris, labios mayores y labios mencres

{15,185 .



EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA

En 1249, Everet vy cols., {27) propusieron gque la regulacidn
de la sintesis y secrecidn de las hormonas luteinizante (LH) vy
foliculo estimulante, se encontraba mediada por la accidn gue el
sistema nervicsc central ejercia sobre la hipdfisis anterior. Se
ha demostrado gque la accidén de la hormone liberadora de
gonadctropinas producida en el hipctalamo es un factor
determinante para la sintesis vy secrecién de LH vy FSH.
Posteriormente, en 1960, Mc Cann y cols. (28), demostraron dque la
inyeccidén de extractos hipotalédmicos a ratas inducia la secrecién
de LH por la hipdfisis anterior. Los trabajos tantc de Mztsuc
(29} como de Shally (30), demostraron gue un decapéptido era el
responsable de la estimulacidn del gonadotropo, dencminandosele,
desde entonces, como hormona liberadora de gonadotropinas.

Las gonadotropinas (LH vy FSH) ejercen su accidn sobre las
gdnadas (testiculos u ovarios), al estimular la secrecidn de
esteroldes vy la maduracién de los gametos (31); ésto se lleva a
cabo al interacciconar ambas gonadotropinas con sus receptores
especificos localizados en las gdnadas {(células de la granulosa y
células de Sertoli). Para que se lleve a cabo la interaccidn
ligandoc-receptor, son necesarias dos condiciones indispensables
para las respuestas subsecuentes, dichas c¢ondicicnes son la

afinidad v la especificidad. La primera hace posible que a bajas



concentraciones fisioldgicas, la hormona sea capaz de reconocer a
su receptor respectivo, mientras gque la segunda determina que
bajo condicicones fisioldgias las funciones tanto del receptor
como de la hormona sean evocadas (32).

La unidén de las gonadotropinas a sus respectivos receptores
inducen un cambic conformacional en los mismos y estimulan a la
adenilato ciclasa incorporada a la membrana, la cual a su vez,
cataliza la sintesis de monofosfato de adenosina en su forma
ciclica (AMPc) gque actuara como segundc mensajero. El sistema de
adenilato <c¢iclasa se encuentra compuesto por tres unidades
diferentes unidas a la membrana: el receptor para la hormona gue
contiene el sitio especifico para el reconocimiento de las
gonadotropinas; la subunidad catalitica de adenilatoc ciclasa, la
cual convierte trifosfato de adenosina (ATP) a AMPc; y por dltimo
la subunidad reguladora de guanidil nucledtido dgue acopla
trifosfato de guanidina (GTP} uniendoc al receptor hormonal a la
adenilato ciclasa (32). E1l compartimiento intracelular del
receptor se encuentra directamente involucrado en la sefial de
traduccién.

Los modelocs experimentales sugleren que el dominio

extracelular de los receptores adoptan una configuracidén en forma
de "U” o de semi-barril, lo que permite su interaccidén con el
dominio transmembranal (33,34). El1 estado inactivo del recepior
se mantiene debido a las constricciones estructurales formadas

por los aminoacidos especificos localizados principalmente en el
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dominio transmembranal; la interaccidén con el ligando, libera las
constricciones estructurales y permite la activacién de la
proteina G (35). Se ha postulado que existe un equilibrio entre
la forma inactiva y la forma activa de los receptores que acoplan
proteinas G. La unidén del ligando a su receptor probablemente

induce la isomerizacién del mismo vy consecuentemente su

activacidén {32).
RECEPTOR DE LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSHR)

En los ovarios, la FSH actta sobre los foliculcs para dar
inicio a la ovogénesis. Esta hormona estimula el crecimiento y
diferenciacidén de las células de la granulosa al interactuar en
el ovario con un receptor glicoproteico especifico de superficie,
de alta afinidad, localizado exclusivamente en la membrana de las
células de la granulosa, dicha interaccién activa la produccién
de estrdgenos al promover la estimulacidédn de la enzima Pysq la
cual, 1lleva a <caboc 1la aromatizacién de androstenediona a
estrogenos (36-38).

FEl FSHR pertenece a una superfamilia de receptores acoplados
a proteinas G, el cual estd constituido por un dominio
extracelular amino-terminal, siete dominios transmembranales
hidrcfdbicos y un dominic intracelular carboxilo-terminal (39).
En el dominio extracelular de la proteina se identifican cuatro
sitios potenciales para glicosilacidn; asimismo, en la regidn
amino~terminal, al igual que en la unidén entre el dominio

extracelular y el dominio transmembranal, se localizan grupos de
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cisteinas que se encuentran altamente conservadas en los
receptores de LH, FSH y TSH (40-44). Se ha postulado dque la
formacidén de puentes disulfuro es crucial para mantener 1la
integridad conformacional del dominic extracelular en los

receptores de las hormonas glicoprotéicas {39).

ESTRUCTURA DEL GEN DEL RECEPTOR DE LA HORMONA FOLICULO

ESTIMULANTE

El gen que codifica para el receptor de la FSH en el humano
se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 2,
especificamente en la banda plé-21 (45,46). Este gen abarca 54
kilobases (Kb) del genoma y esta formade por 10 exones y 9
intreones (46) (Figura 1). La regién traducida estd constituida
por umna proteina de 678 amincacidos (za), con un peso molecular
de 76.46 kilodaltones. En la regidén 5 no traducida se han
identificado diversocs sitics de inicio de transcripcidn; sin
embargo, no se han identificado "corriente arriba” del sitio de

inicio de la transcripcién, secuencias consenso convencionales

TATA o CCARAT. Los estudios de transfeccidn transitoria en células
CHO, demostraron gue una secuencia de 1.5 Kb de la regidén 5 no
traducida del gen del FSHR es capaz de iniciar la transcripcidn
del gen CAT y los estudios de delecicnes en esta zona demostraron
actividad de promotor en una regidn localizada dentrzo de los 225

pares de bases (pb) préximos al sitic de inicio de traduccidn
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~ Figura 1.

ESTRUCTURA DEL GEN QUE CODIFICA PARA EL FSHR

EXONES 1 2 3 4 56 7 8 10

—{ HHHEHHHH H

“— 54 Kb »

LOCALIZACION DEL GEN: 2p 16 - 21



(47). Con base en lo anterior, se ha postulado que en esta regidn
del gen del FSHR se localizan secuencias promotoras. Estas
secuencias promotoras proximales en la regidén 5’ no traducida del
gen que codifica para el FSER se encuentran altamente
censervadas, tantce en el humano, como en el ratén y la rata.
Asimismo, los estudios de deleciones en esta regidén demostraron
que existen elementos represores en la regidén proximal del
promotor (48).

Los primeros 92 exones del gen del FSHR constituidos por 359
amincdcidos, <codifican para la regidén amino-terminal de la
proteina que corresponde al gran dominio extracelular del
receptor. Los primeros 254 aa del exén 10 codifican para los 7
dominios transmembranales {(los cuales se encuentran unidos entre
si por tres asas extracelulares y 3 asas intracelulares), y los
65 aa restantes de este exdén conforman la regidén carboxilo

terminal del dominio intracelular ({48).

ALTERACICNES EN LA DIFERENCIACION SEXUAL

Las alteraciones en cualguler estadio de la diferenciacién
sexual, durante la embriogénesis, conducen a la presencia de
malformaciones en el desarrolloc sexual. Estas pueden ser
clasificadas de acuerdo con la etapa de desarrollo en la que se
presenten; ésto es, en errores del sexo cromosdmico, errores del

sexo gonadal v errores del sexoc fenotipico (18,49,50).
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Dentro de las alteraciones en la traduccidén del sexo
cromesémico al sexo gonadal se encuentran las disgenesias
gonadales, En estas alteraciones, hasta la fecha, no ha pcdido
ser dilucidede con precisién el factor especifico que 1as
determina (18,50).

Las disgenesias gonadales abarcan a un grupo hetercgéneo de
padecimientos con diversas anormalidades cromosdmicas, gonadales
y fenotipicas. Dentro de las disgenesias gonadales se encuentran

las disgenesias gonadales puras (DGP) que a su vez se subdividen

en 46,XX y 46,XY (18,51,52).

DISGENESIA GONADAL PURA 46,X¥

La DGP 46,XX es una entidad patoldgica heterogénea y de
eticlogia wvariabkle (50-54); la cual se caracteriza por presentar
un complemento cromosdémico 46,XX y falla ovédrica prematura gque se
traduce en amenorrea primaria (en su forma completa) © amencrrea
secundaria (en su forma incompleta) y en un desarrcllc puberal
anormal. La DGP 46,XX se puede presentar tanto en ZIorma
esporadica como en casos familiares con un patrdén de transmisidn
autosémice recesivo (53-56). Las mujeres afectadas no presentan
estigmas sométicos de Turner y los genitales externos e interncs
son femeninos. Desde el punto de vista endocrinoldgico presentan
hipogonadismo hipergonadotrépico secundario a presencia de
estrias gonadales bilaterales (forma completa del sindrome); sin

embargo, en las formas incompletas de DGP 46,XX los ovarios
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pueden encontrarse marcadamente hipoplasicos con algunos
foliculos, 1o que conlleva a diversos grados de funcidén ovarica
(18,56) .

El diagndéstico clinico se confirma con el estudio de
laparoscopia, el cual revela la presencia de estrias bilaterales
o de ovarios hipoplasicos. EL1 tratamientc es sustitutivo a base
de estrégencs y progestinas {18).

A diferencia de las DGP 46,XY, en las DGP 46,XX no son
frecuentes las neoplasias en las estrias gonadales (18).

Se ha demcstradoc tantco en casos esporadicos como familiares,
gue mutaciones en sentido errdéneo en el gen que codifica para el
FSHER, son la causa de una forma de DGP 46,XX (57-59).

En 1995, Aittomaki vy cols. (57,58), 1llevaron a cabo el
estudio molecular del gen FSHR en 75 mujeres finlandesas con

diagndsticco de DGP 46,XX, las cuales pertenecian a 13 familias

diferentes. Diche estudio demostrd un patrdn hereditario
autosdmico recesivo (57), vy de las 75 mujeres estudiadas, 22
fueron homocigotas para la mutacidn reportada (60) (Figura 2).

Dicha mutacidén se localiza en el exdén 7 y da lugar a una
transicidén de citosina a timina en el nucledtido 566, que conduce
al cambio del amincacido alanina por valina en la posicidén 189 de
la proteina (57,58). Los estudios de expresidén por transfeccidn
de este receptor mutado, demostraron una reduccidn importante de
la capacidad de unién de la hormona a su receptor Vi

consecuentemente una reduccidn en la produccidn de AMPc (58).
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Figura 2

Asnb80Ser

D Mutaclones en sentido erréneo

* Variantes alélicas

Estructura del gen del receptor de FSH y localizacién de mutaciones en
sentido erréneo y variantes alélicas.



Asimismo, Beau y cols. (1998) (59), realizaron el estudio
molecular del gen del FSHR en una mujer con diagnéstico de DGP
46,XX en su forma incompleta (caracterizada por amenorrea
secundaria y ovarios con un desarrollo folicular normal hasta la
etapa antral, y una disfuncién de las etapas subsecuentes). Dicho
estudio, reveld una mutacidén heterocigota compuesta (Figura 2).
La primera se localiza en el exébn 6 y da lugar a una transversién
de tTimina a citosina en el nucledtido 479, que conduce al cambio
del amincacide isoleucina por treonina en la posicién 160 de la
proteina; la segunda mutacidn, se localiza en el exdén 10 y da
lugar a una transversidén de citosina a timina en el nucledtido
1717, gue conduce al cambio del aminoacido arginina por cisteina
en la posicidén 573 de la preoteina. Leos estudios de expresidéon por
transfeccidén de este receptor mutado, demostraron una reduccidn
importante de la capacidad de unidén de la hormona a su recepior vy
consecuentemente una reduccidédn en la produccidn de AMPc (59).

Posteriormente, este mismc grupo de investigacidén (61),
realizd el estudio molecular del gen del FSHR en una mujer con
diagnéstico de DGP 46,XX en su forma incompleta, demostréndose
una mutacidén heterocigota (Figura 2). La primera se localiza en
el exén 9 y sustituye al aminoacido asparagina por wvalina en la
posicidn 224 de la proiteina; la segunda, se localiza en el exdn
10 y conduce al cambico del amincacido leucina por valina en la
posicién 601 de la proteina. Los estudios de expresidn por
transfeccidén de este receptor mutado, demostraron para la primera

mutacidén, una reduccién importante de la capacidad de uniédn de la
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hormona & su receptor vy consecuentemente una reduccidn en 1la

produccién de AMPc; por el contrario, el receptor con la mutacién

en el exédn 10, demostrd una capacidad de unidén similar a la del

receptor silvestre (61).
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JUSTIFICACION

Como se encuentra referido en los antecedentes, las
pacientes con disgenesia gonadal pura 46, XX, presentan estrias
gonadales bilaterales {en su forma completa) o bien ovarios
marcadamente hipoplasicos con escasos foliculos (en su forma
inccompleta), lo que ocasiona un desarrollo puberal anormal. Esta
entidad patolédgica es heterogénea v de etiologia variable; sin
embargo, se ha demostrado que mutaciones en sentidc errdéneo en el
gen del receptor para la hormona foliculo estimulante, dan origen
a un tipc de DGP 46,XX.

Con base en los hallazgos descritos, y debido a gque
estes estudicos se han realizado en escasas poblaciones y que no
en tcdos ellos se han estudiado todos los exones del gen del
FSHR, consideramos relevante llevar a cabo el estudic molecular
del mismo en mujeres con DGP 46,XX; con la finalidad de ampliar
los conocimienteos acerca del rol que juega el gen del FSHR en la

etiopatogenia de esta entidad patoldgica.
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OBJETIVO

Determinar el tipo de mutacidn existente en el gen del receptor
de FSH en mujeres con diagnéstico de hipogonadismo

hipergonadotrépico secundaric a disgenesia gonadal pura 46,XX.

HIPOTESIS

Las mujeres con diagndéstico de hipogonadismo hipergonadotrépico
secundaric a disgenesia gonadal pura 46, XX, presentan mutaciones

en el gen gue codifica para el receptor de FSH.
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SUJETOS Y METODOS

SUJETOS

Se incluyeron 12 mujeres con diagnéstico comprobado de
hipogonadismo hipergonadotrdépico secundaric a disgenesia gonadal
pura 46,XX.

Las pacientes que se incluyveron en este estudio (n=12) son
de origen étnico mestizo mexicano y pertenecian a familias
diferentes, excepto las pacientes 7 y 8, las cuales son hermanas.
Todas las pacientes estudiadas presentaron un complemento
cromosdmice 46,XX y un fenotipo femenino. Las caracteristicas
clinicas individuales de las pacientes se pueden observar en la
Tabla 1. La edad al momento de ingresc fue entre los 1€ y 34
afics. Se deocumentd en 9 pacientes amenorreaz primaria (pacientes
1,2,5,6,7,8,10,11 v 12} y en 3 amenorrea secundaria (pacientes
3,4 v 9).

El estudioc histopatoldgico llevado a cabo en las paclentes,
demostrd la presencia de estrias gonadales bilaterales en 8 de
ellas ({(pacientes 1,2,6,7,8,10,11 v 12) y en las 4 pacientes
restantes, la presencia de ovarics hipopléasices. En la Tabla 2,
se pueden observar las concentraciones hcrmonales plasméticas de

gonadotropinas v de estradiol cuantificados por

20,



Caracteristicas clinicas de las

Tabla 1

disgenesia gonadal pura 46,XX.

12 pacientes con diagndstico de

Paciente Edad al ingreso Amenorrea Goénadas vy
(afics) genitales
internos
1 19 PRIMARIA UTERC HIPOPLASICO ¥
ESTRIAS BILATERALES
2 15 PRIMARIA UTERO HIPOPLASICO Y
ESTRIAS BILATERALES
3 20 SECUNDARIA UTERO ¥ OVARICS
HIPOPLASICOS
4 16 SECUNDARIA UTERO Y OVARIOS
HIPOPLASICOS
5 25 PRIMARIA UTERO HIPOPLASICO Y
ESTRIAS BILATERALES
5 24 PRIMBRIA UTERO HIPOPLAEICO Y
ESTRIAS BILATERALES
7a 34 PRIMARIA UTERQ HIPOPLASICO Y
ESTRIAS BILATERALES
8a 29 PRIMARIA UTERO HIPOPLASICO Y
ESTRIAS BILATERALES
9 22 SECUNDARIA UTERO Y OVARIOS
HIPOPLASICQOS
10 21 DPRIMARIA UTERO HIPOPLASICO Y
ESTRIAS BILATERALES
11 20 PRIMARIA UTERO HIPOPLASICG Y
ESTRIAS BILATERALES
12 19 PRIMARTA UTERQ HIPOPLASICO Y

ESTRIAS BILATERALES

a= HERMANAS




Tabla 2

Concentraciones hormonales basales de 1las 12 pacientes con
diagnéstico de disgenesia gonadal pura 46,XX
Paciente LH* (UI/1) FSH* (UI/1) E2 (pg/ml)
1 27.1 26 .7 14.8
2 22.8 23.6 < 13.0
3 36.3 8.0 N.D
4 16.0 37.7 < 17.0
5 26.4 68.0 30.0
B 24 .9 52.0 < 13.0
7a 20.1 33.4 < 13.5
8a 31.9 £9.7 < 13.5
9 34.4 27.9 17.8
10 37.1 38.0 < 13.0
11 34.0 47.0 < 13.0
12 29.0 67.5 < 13.0
S.C. 3.0-12.0 0.5-5.0 > 30.0-100.0

* MEDIA DE DOS VALORES BASALES

S.C.= SUJETOS CONTROL
N.D.= NO DETECTABLE

a= HERMANAS

(n=30)




radicinmuncanalisis (RIA) siguiendo la metodologia utilizada en
nuestro laboratorio en los 1ultimes 5 afies (62). En todos 1los

Ccasos Se documentd la presencia de hipogonadismo

hipergonadotroépico.

METODOS

Extraccidén de DNA gendémico

Se extrajeron 5 ml de sangre periférica en 7 pacientes con
DGP 45,¥X, para la cbtencidén de DNA gendmico siguiendoe la técnica
previamente descrita (63,64), con algunas modificaciones

La sangre se depositd en tubos de 5 ml que contenian como
anticocagulante, 0.05 ml de NaEDTA 0.5 M, pH 8.0. Posteriormente,
con el fin de lisar los eritrocitos, la sangre se colocd en tubos
de 15 ml y se mezcld con un volumen igual de un amortiguador que
contenia tris-HC1l 10 mM, pH 7.4/1% tritdén X-100/ sacarosa 300 mM.
La mezcla anteriocr se transfirid z microtubes de 1.5 ml vy se
centrifugaron a 9,221 g durante 1.5 min a temperatura ambiente. Se
decanté el sobrenadante y el botdén de leucocitos obtenido se
resuspendié en 1 ml del mnisme amortiguador, se centrifugd
nuevamente a 9,221 g durante 1.5 min & Temperatura ambiente, éste
paso se repitid cuantas veces fué necesario hasta obtener un botédn
de gldbules blances limpio. Para llevar a cabo la lisis de 1las
membranas de los leucocitos, se agregaron 570 pl de NaCl 50 mM vy

30 pl de SDS al 10% y se agitarcn los microtubes durante 5
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minutos; para la precipitacidén de las proteinas se adicionaron
200 1l de NaCl saturado, los microtubos se agitaron nuevamente vy
se dejaron en reposo durante 5 minutos, posteriormente se
centrifugaron a 9,221 g durante 15 min a 4°C y el sobrenadante se
transfiri®é a un tubo estéril. Para la precipitacidén del DNA se
adicionaron dos y medic volumenes de etanol absoluto frio; el DNA
se recclectd con una pipeta Pasteur estéril de punta curva y se
lavd en etancl fric al 70%. Por uitimo, se dejd secar a temperatura
ambiente y se resuspendidé en un volumen entre 200 y 400 pl de agua
bidestilada (ddH,0) estéril y se almacent a -20° C para su analisis
posterior (Figura 3).

En todas las muestras obtenidas se realizé un analisis
espectrofotométrico mediante lecturas a 260 y 280 nm. 1La
concentracidn de DNA se calculd mediante la siguiente férmula:
[DNA] (ug/ul)=(Bs) (dilucidn} (50.0 pug de DNA), en donde 50.0 nug de
DNA=1 D.Q. (260)
La relacidén 260/280 nos indica la pureza del DNA obtenide. Se
consideraron oOprtimas las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0
unidades de D.0s (65).

Para determinar la calidad de las muestras se realizd una

electrecforesis en gel de agarcsa al 1.2% tefiido con bromuro de

etidico al 0.0002%
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FIGURA 3

EXTRACCION DE DNA DE SANGRE PERIFERICA

Sangre con EDTA
2
TTS
2
Separar los leucocitos por centrifugacidn
\’
Resuspender el paguete de lesucocitos con NaCl y SDS
$
Agitar durante 5 min
v
Agregar NaCl saturado
¥
Agitar y dejar en reposo durante 5 min
4
Centrifugar
d
Precipitar el DNA con etanol absoluto frio
1
Lavar con etanol al 70%
\
Dejar secar a temperatura ambiente
$
Disolver en ddH’0 estéril

!

Analisis espectrofotométrico



Extraccidén de DNA a partir de Dblogques de gdnada previamente

incluidos en parafina

En aguellos pacientes en las cuales no se pudo obtener el
DNA de sangre periférica, se extrajo el DNA de gdnada incluicda en
parafina {(n=5) siguiendo la técnica de Cooper y cols., con

algunas modificacicones (66). Se depositaron 3 cortes de tejido de
10 pm cada unc, en tubos de 1.5 ml y se desparafinizaron con 1.0

ml de xileno ultrapuro. Los tubos se céntrifugaron a 9,221g/15
min a temperatura ambiente. Se decantd el xileno y se repitid el
pasc anterior. Para eliminar el xileno, se agregd 1.0 ml de
etancl absoluto frio; se centrifugaron los tubos a2 9,221¢g/1l5 min
a Temperatura ambiente, se decantd el etanol v se repitid el paso

anterior. Para la ruptura de la membrana de los tejidos y la
deproteinizacidn, se agregaron 200 ul de amortiguador de
digestidén (NaCl 1M, Tris-~HCl 0.01M, ph 8.0, EDTA 0.02M, ph 8.0 vy

SDS al 0.5%), 20 ul de SDS al 10% y 7.5 pl de Proteinasa K [20

ng/ml] vy esta mezcla se  incubé durante 24 hrs a @ 48°C.
Postericrmente, con el fin de inactivar la proteinasa K, la

mezcla se incubd a 97°C durante 10 min y se dejdé enfriar a
temperatura ambiente. Se extrajo el DNA con 140 pl de fenol y 140
ul de cloroformo:alcohel iscamilico (24:1). Los microtubos se
centrifugaron a 9,221qg/15 min a pec, se transfirid el

sobrenadante a ftubocs de 1.5 ml vy se afadidé 280 pl de

(B
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cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1) ; los microtubos se
centrifugaron nuevamente a 9,221g/15 min a 0°C vy se transfirid el
sobrenadante a microtubos de 1.5 ml. Para alcanzar una fuerza
idnica suficiente, se agregarcn 25 pl de acetato de sodio 3M. El

DNA se obtuvo precipitédndolo con 460 pl de isopropanol y se

almacend a 4°C por 18 hrs. Posteriormente, con el £f£in de
sedimentar el DNA, se centrifugarcn los microtubes a 9,221g/35
min a temperatura ambiente, se decantd el isopropancl y el DNA se
deijé& secar a temperatura ambiente y se resuspendid en 30 ul de
ddH,0. EL DNA obtenido se almacend a -20 °C para su andlisis
posterior (Figura 4).

Se determind la concentracidén de DNA por espectrofotometria;

para conocer la calidad de la muestra, se llevd a cabo una

electroforesis en gel de agarcsa al 1.2%.

Oligonucledtidos

Los ¢ligonucledtidos especificos derivados de la secuencia de
los 10 exones del gen que codifica para el FSHR fueron adguirides
de una casa comercial (Accesorios para laboratorics S.A. de C.V.}.

Cada uno de los oligonucledtidos se resuspendieron en ddH:0 estéril
para una concentracidén de 100 pM. Se realizd una electroforesis en

gel de agarosa al 2% para descartar la presencia de

cligonucledtidos adicicnales.



FIGURA 4

EXTRACCION DE DNA DE GONADAS FIJADAS EN PARAFINA

Tejido fijado en parafina
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Analisis espectrofotométrico



Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Con la técnica de PCR, se llevd a cabo la amplificacidén de
cada uno de los exones que constituyen el gen del FSHR, tanto del
DNA extraido de sangre periférica como del DNA de gdénada embebido
en bloques de parafina. Para ello, se utilizaron 12 pares de
oligonucledtidos sintéticos correspondientes a la secuencia de
los 10 exones que constituyen al gen del FSHR (57) (Tabla 3). En
todos los casos se prepard una reaccidn estandar de 50 pl siguiendo
la técnica descrita por Sambrook y cols. (65) que contenia: 500 ng
de DNA gendmico, amortiguader de amplificacién 10 X (10 mM Tris-
HCl, pH 8.3/50 mM KC1/MgeCl) a una concentracidon final de 1X,
mezcla de los 4 desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTP's) a una
concentracién final de 80 M, iniciadores (5 v 3') a una
concentracién final de 0.24 M, 2 U de Taq. polimerasa (Perkin
Elmer, New Yersey, USA) y ddH,0 estéril, a cada microtubo se afiadid
106 pl de aceite mineral (Figura 5). Todos las reacciones se
llevaron a cabo en un equipo DNA Thermal Cycler 480 {Perkin Elmer
New Yersey, USA). Las condiciones adecuadas para la amplificaciédn

de los 10 excnes del gen del FSHER fueron las siguientes: un ciclo
de desnaturalizacidén a 94°C/5 min, 30 ciclos de 94°C/1 min, las
correspondientes temperaturas de alineamiento para cada exdén/l min

v 72°C/1 min y un ciclo de extensién a 72°C/7 min (Tabla 3). En cada
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Tabla 3

Secuencia de los oligonucledtidos en direccidn 5' — 3' que se utilizaron en el estudioc del
gen que codifica para el FSHR.

No. Oligonucleétido Exdn Tamafio Temperatura Localizacidon del
del de Oligonucledtido
producto | alineamiento
1 Sentido:5‘ AATTATGGCCTGCTCCTG 3¢ 1 215 bp 55 °C ~4-INTRONICA
antisentido:5’ ATAGTACGCAATGCACAAATGC 37
2 Sentido:6’ TCTTTGCAGGRGETTIGTCC 3/ 2 118 bp 56 °C INTRONICA
antisentido:5’ TTGAGGCATTCACTCACAGC 27
3 Sentide;:5’ TCAAGGAGGTAACTGAACTGGC 3 3 146 bp 58 °C INTRONICA
antisentido:5’ ATCCCCCAATCTTCTTGCTT 3°
4 Sentido:5’ GCATTCCTTACCATCAAGATGA 3 4 153 bp 58 °C INTRONICA
antisentido:5’ GTGGGEGTACCAMRACTACATG 2
5 Sentido:5' TATCCAACACAGGTATTAAGCACCT 37 5-6 1.9 kb 63 °C 116-192
antisentido:5 AATCACACTTTCAAAGCTCAGCC 37
3 Sentido:5’ GTTATTTCAGATGGCTGAATAAG 3’ 7 78 bp 53 °C INTRONICA-592
antisentido:5 GCTCATCTAGTTGGGTTC 3
7 Sentido:5' CCCAGGATCTAAGCGATAATA 3 8 85 bp 57 °C 198-216
antisentido:5’ CTCACAGAATGACTGGTCCAGA
8 Sentido:5' GAGATATTTCAAGAACAAGGAT 3' 9 196 bp 59 °C 217-840
antisentido:5’ TCACATTTGCCGTCTCCAGTTT 3¢
9 sentido:5’ -GACTTATGCAATGAAGTGGTTG 3' 10A 341 bp 56 °C 1006-1345
antisentido:5‘GTGARAAAGCCAGCAGCATC 3
10 sentido:5' -ATTGACTCGGCARACTCEGEGE 37 10B 396 bp g °C 1300-1695
antisentido:5‘ AGAGGACGGACACGATGTTGG 3'
11 sentido:5’ -GGCTGCTATATCCACATCTACC 37 1ocC 201 bp 50 °C 16391833
antisentido:5' CAGAACCAGCAGAATCTTITGC 3
12 sentido:5’ CTTTCTTTGCCATTICTGCC 3/ 10D 378 bp 56 °C 1766-2143
antisentido:5’ CAAAGGCAAGGACTGAATTATC 3




FIGURA 5

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR)
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reaccidn de PCR se utilizaron un control femenino positive y un
blanco como control negativo.

El1 andlisis de 1los productos de PCR obtenidos de sangre
periférica y de gdnadas fijadas en parafina se llevd a cabo en un
gel de agarosa al 1.2% utilizando una escalera de 100 pb como
marcador de peso molecular (Gibco BRIL, Gaithersburg, MD, USA). El

tamafic de los fragmentos correspondientes se encuentra detalliado en

la Tabla 3.

Una vez obtenidos los productos de PCR, se llevé a cabo la

purificacién de los mismos.

Purificacién de los productos de PCR

La purificacién de los productos de PCR mayores de 200 pb, se
llevd a cabo con un estuche de GENECLEAN II (BIO 101, Inc., Vista.,
Ca). Para ello, se corté la banda del gel de agarosa que se deseaba
purificar, ésta se disolvid con una solucidn de TBE modificader vy
iodurc de sodic a una temperatura de 55°C; posteriormente, se
adiciondé Glassmilk (en este paso se utiliza la propliedad de uniédn
del DNA a2l vidriog), se lavd con una solucién de New Wash (Tris con
un rH entre 7.0-8.53, vy etancl al 51%) y finalmente el productc de
PCR purificado se resuspendid en 20 pl de ddH,0 estéril.

La purificacidén de los productos de PCR menores de 200 pb, se
llevd a cabo utilizando columnas de separacidén Centricon-30

{Amicon, Foster City, USA). Se procedid & remover & cada muestra el
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aceite mineral v se adiciond 950 ul de ddH.C estéril; posteriormente
se transfirid esta mezcla a columnas v se centrifugaron a 945¢g/30
min. Cada columna se invirtidé dentro de la centrifuga y nuevamente
se centrifugaron a 945g/5 min. Posteriormente, se transfiriéd la
muestra del tubo cénico de la columna a microtubos de ©.5 ml.

Se determiné la concentracién de cada uno de los preoducios

amplificadecs por andlisis espectrofotométrico a 260 nm.

Secuenciacidén

Las reacclones de secuenciacién se llevaron a cabo de forma
automdtica y manual; ambas se basan en el wmétcdo descrito por
Sangexr vy c¢ols. (87), conh algunas modificacicones. La razdn para
emplear ambos métcdos es debido a que el intervalco de lectura en el
secuenciador automdticoc incluye fragmentos entre 100 y 800 pb de
longitud; v el gen del FSHR incluye excones menores a 100 pb vy
mayores a 800 pb. Se utilizdé la secuenciacidn automatica (Figura
6), para los exones 1 al 4 asi como para los exones 8 al 10
(incluyendoc los cuatro fragmentos de éste Ultimo). Para la
secuenciacién de 1os exones antes mencionados, se empled el estuche
Dye Terminator Cycle Sequencing Core Kit (Perkin Elmer, New Yersey,
USA). Se llevd a cabo la mezcla de reaccidn en tubos de
microcentrifuga de 0.5 ml con: amortiguador de secuencia 5X, mezcla

de dNTP’s, oligonucledtideo (5' o 3') a una concentracién final de

0.25 uM, terminador colorido A, terminador coloride C, terminador



FIGURA 6

SECUENCIACION AUTOMATICA
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colorido G, terminador coloride, T y AmpliTag DNA Polimerasa, FS.
Se afadi® a esta mezcla de reaccidn 350 ng de DNA genomico y ddH,0
para un volumen final de 20 pl. Se 1llevd a cabo la PCR de cada una
de las reacciones de secuenciacidn, con las temperaturas de
desnaturalizacidn, reasociacidn 3% extensioén previamente
estandarizadas (Tabla 3). Al finalizar la PCR, se procedidé a la
purificacién de los productos mediante la precipitacién con etanol
y acetato de sodio. Las muestras se resuspendieron en amortiguador
de carga (formamida desionizada v EDTA 25 mM, pH 8.0, que contiene
50 mg/ml de azul dextrdn en una proporciépn de 5:1 de formamida a
EDTA/azul dextrén). Las muestras se desnaturalizaron a temperatura
de ebullicidn y se cclocaron en hielo. EI DNA se secuencid en un
gel de poliacrilamida al 4.75% (50 ml) que contenia acrilamida al
40%, 25 g de urea, bisacrilamida:acrilamida (18:2), 5 ml de TBE
10X, 16.87 ml ddH,0, 250 pl de NH,SC4 al 1C0% y 28.2 ul de N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina. Se analizaron las muestras en un
secuenciador automatico Applied Biosystems 373 DNA Sequencer
(Perkin Elmer, Foster City, USA.).

Para el estudioc de los excnes 5, 6 y 7, se empled la técnica
de secuencliacidén manual (Figura 7). Esta técnica se realizd con un
estuche Amplicycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, New Jersey, USA).
La reaccidn del marcaje final de los oligonucledtides se llevd a
cabe con 50 uCi de y-**P (Amersham International plec, UK), 2 ul de

amortiguador cinasa 10X (Tris—-HCl, 700 mM, pH 7.6, MgCl, 100 mM,

ditiotritel 50 mM) (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA}, 0.8 ul del
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FIGURA 7

SECUENCIACION MANUAL
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iniciador 20 UM (5 o 3'), 3 ul de T4 polinucledtido cinasa
(10U/ul} (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) y ddH;C para un volumen
final de 10.8 pl. Se incubd la reaccidén a 37 °C por 10 min y a 90 °C
durante 5 min. Posteriormente, se afiadié 1 pl de la mezcla anterior

a la reaccidén de marcaje que contenia: 4 nl de amortiguador 10X

{100 U de Amplitag Polimerasa, Tris-HC1l 500 mM, pE 8.9, KCl1 100 mM,

MgCl, 25 mM y Tween al 0.25%), 350 ng de DNA gendémico v ddH,0 para

un volumen firal de 30 pl. En tubos de microcentrifuga de 0.5 ml se
agregaron 2 pl de cada una de las mezclas de terminacidén: guanina
(¢’ dGTP 22.5 pM, dATP, dCTP y dTTP 10 uM vy &dGTP 80 pM); adenina
(¢’ dGTP 22.5 uM, dATP, dCTP y dTTP 10 uM vy ddATP 600 uM); timina
(c’ dGTP 22.5 uM, dATP, dCTP y GTTP 10 uM vy 4dTTP 900 pM) y citocina
(¢’ deTP 22.5 uM, dATP, dCTP y dTTP 10 uM y daCTP 300 pM).
Posteriormente, se afiadieron 6 Ul de la reaccidn de marcaje a cada
uno de los tubos de microcentrifuga que contenian las mezclas de

terminacién para dar un volumen final de 8 upl. Se 1llevd a cabo la

PCR de cada una de las reacciones de secuenciacidén con las
temperaturas de desnaturalizacién, reasocilacidn V% extensidn

previamente estandarizadas (Tebla 3). Al finalizar la PCR, se
aliadieron a cada una de las reacciones de secuenciaciétn 4 ul de la

solucidn de terminacidn (0.8 ml formamida al 95%, EDTA 20 mM, azul

de bromofenol al 10.05% y xilencianol al G.02%). Las muestras se
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desnaturalizaron a temperatura de ebullicidén y se colocaron en
hieloc. E1 DNA marcado se secuencid en un gel de poliacrilamida al
5% {106 ml) que contenia acrilamida 30%, 45 g de urea,

bisacrilamida:acrilamida {18:2), 20 ml de TBE 5X, 30 ml ddH,0, 670

pul de NH;SC, al 10%, v 25 pl de N,N,N’,N’'-tetrametiletilenodiamina.

Se precalentd el gel a 1900 VvV, 70 W vy 4% mAmp a 50 °C durante 1

hora, se colocaron las muestras (3 upl/carril) y se corrié la

electroforesis con el voltaje y las temperaturas anteriores durante

2-3 hrs. Posteriormente, se secd el gel durante una hora a 80 °C, y

se expuso por diferentes periodos de tiempo en placas Kodak X-OMAT

con pantallas intensificadoras.
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RESULTADOS

El andlisis por PCR del DNA gendmico extraido de sangre
periférica y de gbnadas inciuidas en parafina de los 10 exones del
gen del recepteor para FSH no demostrd deleciones en ninguna de las
12 mujeres afectadas. En todos los casos se observd que el tamafio
de los productos del DNA fue el esperado de acuerdo a su peso
molecular v que hubo amplificacién de los 10 exones del gen en cada
una de las pacientes. En las figuras 8 a 14, se observa para cada
ex6n, la amplificacidén del mismo en el control positivo y en 11 de
las 12 pacientes estudiadas (por razones précticas, con excepcidn
de la figura 10, se omitié en el resto de las figuras a una de las
hermanas afectadas), asi mismo, en cada reaccién se incluy® un
control negativo, el cual no amplificd para ningunc de 1los 10

exones del gen del FSHR,
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Figura 8
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DGP, 46, XX
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DGP, 46, XX

PM= Peso molecular (100 pb)
CF= Control Femenino

CN= Control Negativo
DGP, 46, XX= Disgenesia gonadat pura 46, XX

Reaccién en Cadena de Ia Polimerasa de los exones 1y 2 del gen del FSHR. En todos los pacientes con DGP 48, XX,
asi como en el CF, se observa amplificacién de dichos exones, los cuales corresponden a 215 y 118 pb, respectivamente




Figura 9
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PMCFCN 1 2 34 567 8 9 10 1
DGP, 46, XX

PMCFCN 1 2 34 567 8 9 10 1
DGP, 46, XX

PM= Peso molecular (100 pb)
CF= Control Femenino

CN= Contfrol Negativo
DGP, 46, XX= Disgenesia gonadal pura 46, XX

Reaccién en Cadena de la Polimerasa de los exones 3 y 4 del gen del FSHR. En todos los pacientes con DGP 46, XX,
asi como en el CF, se observa amplificacién de dichos exones, los cuales corresponden a 148 y 153 pb, respectivamente



Figura 10
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CFCN12 3 456 7 8 910 1112PM

DGP, 46, XX

PM= Peso molecular (1 Kb)

CF= Control Femenino
CN= Control Negativo
DGP, 46, XX= Disgenesia gonadal pura 46, XX

Reaccién en Cadena de la Polimerasa de los exones § y 6 del gen del FSHR. En todos los pacientes con DGP 46, XX,
asi como en el CF, se observa amplificaciéon de dichos exones, los cuales corresponden a un fragmento de 1.9 kb



Figura 11

« 85 pb
78 pb

PMCFCN 1 2 3 456 7 8 3% 10 11 PMCFCN 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11
DGP, 46, XX DGP, 46, XX

PM= Peso molecular (100 pb)
CF= Control Femenino

CN= Control Negativo
DGP, 46, XX= Disgenesia gonadai pura 46, XX

Reaccion en Cadena de la Polimerasa de los exones 7y 8 del gen del FSHR. En todos los pacientes con DGP 46, XX,
asi como en el CF, se observa amplificacion de dichos exones, los cuaies corresponden a 78 y 85 pb, respectivamente



Figura 12
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PMCFCN 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 PMCFCN 1 2 34567 8 9 10 11
DGP, 46, XX DGP, 46, XX

PM= Peso molecuiar (100 pb)

CF= Control Femenino

CN= Control Negativo

DGP, 46, XX= Disgenesia gonadal pura 46, XX

Reaccion en Cadena de ia Polimerasa de los exones 8y 10 (Fragmento A) del gen del FSHR. En todos los pacientes con DGP 46, XX,
asi como en el CF, se observa amplificacion de dichos exones, los cuales corresponden a196 y 341 pb, respectivamente



Figura 13
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PMCFCN 1 2 34567 89 10 11 PMCFCN 1 2 3 4567 8 9 10 11
DGP, 46, XX DGP, 46, XX

PM= Peso molecular (100 pb}

CF= Control Femenino

CN= Control Negativo

DGP, 46, XX= Disgenesia gonadal pura 46, XX

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa del exon 10 (Fragmentos B y C) del gen del FSHR. En todos los pacientes con DGP 46, XX,
asi como en el CF, se ocbserva amplificaciéon de dichos fragmentos, los cuales correspondena 396 y 201 pb, respectivamente



Figura 14
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DGP, 46, XX

PM= Peso molecular (100 pb)

CF= Control Femenino

CN= Control Negativo

DGP, 46, XX= Disgenesia gonadal pura 46, XX

Reaccién en Cadena de la Polimerasa del exon 10 {Fragmento D) del gen del FSHR. En todos tos pacientes con DGP 46, XX,
asi como en el CF, se observa amplificacion de dicho fragmento, el cual corresponde a 378 pb



Se procedid a realizar la secuenciacién en direccién 5" y 3’
{métode manual y automatico), tanto del DNA extraido de sangre
periférica como del obtenido de gdbnada incluida en parafina de los
10 exones del gen del FSHR.

La secuencia de los 10 exones de las 12 pacientes con DGP
46,XX, en sangre y en gbnadas fue normal. En las figuras 15 a 21,

se observan fragmentos de las secuencias correspondientes a los 10

exones del gen del FSHR.
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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Secuenciacion parcial en direccion 5° de los exones 3 y 4 del gen del FSHR. Se observa que las
pacientes con DGP 46,XX presentan la misma secuencia que los controles



FIGURA 17

EXON 5

CONTROL PACIENTE

EXON 6

CONTROL PACIENTE

Secuenciacién parcial de los exones 5 y 6 del gen del FSHR. Se
observa que la paciente con DGP 46,XX presenta la misma
secuencia que el control.



FIGURAI®

Secuenciacidn parcial en direccién 3’ del exdn 7 del gen del FSHR. Se observa
que la paciente con DGP 48,XX presenta la misma secuencia que el control.



FIGURA 19
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Secuenciacién parcial en direccién 5’ de los exones 8 y 9 del gen del FSHR. Se observa que las
pacientes con DGP 46,XX presentan la misma secuencia que los controles




FIGURA 20

o . CONTROL o - PACIENTE
CTCCCCAG TTCCTTATGT GCAACC TG CTTTGT G TCIC TGOATT GG ATCTACCTGTGCTC CICCCCAGTTCCTTATGT CRACCTGCC T TGCTOAT CICT GCAT FCGARTCTACCTGT GCTG
170 180 190 200 210,270 230 160 170 . 180 100 . 2g0  21a 220

I ﬂ ! f

CONTROL PACIENTE

TTTGCT TITGCAGCT GUCTCTT TCC@ TCTTTGGCATCAGCAGCT ACAT GAAGGT GRACATCT G
200 216 22 230

TITGCTTTTGCAGCTECCCTCTT TCCCATC T GGLATCAGCAGCT ACATGAAGLT GACATCTG
170 186 190 200 21a 22? 7236 170 180 190

=

L

Secuenciacion parcial en direccion 5’ del ex6n 10, fragmentos A y B del gen del FSHR. Se observa
que las pacientes con DGP 46,XX presentan la misma secuencia que los controles
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FIGURA 21
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Secuenciacién parcial en direccion 5” del exén 10, fragmentos C y D del gen del FSHR. Se observa
que las pacientes con DGP 46 XX presentan la misma secuencia que los controles



DISCUSION

En este trabajo se llevd a cabo el estudioc molecuiar de 12

pacientes con diagndstico de disgenesia gonadal pura 46,XX.

Esta entidad se caracteriza por presentar un complemnento
cromosdmico 46,X¥X v falia ovarica prematura, la cual se traduce
en amenorrea primaria o secundaria vy un desarrcollo puberal
anormal. Desde el punto de wvista endocrinclégico presentan
hipogonadismo  hipergonadotrépice secundario a presencia de
estrias gonadales bilaterales (forma completa del sindrome); sin
embargo, en las formas incompletas de DGP 46,XX los ovarios
pueden encontrarse marcadamente hipoplésicos con algunos
foliculos, lo que conlleva a diverscs grados de funcidn ovarica
(18,56).

En 1995, Aittdmaki y cols. (57,58), estudiaron a 75 mujeres
finlandesas con diagnésticc de DGP 46,XX, tanto en su forma
completa como incompleta, demostrando en 22 de estas mujeres {las
cuales pertenecian a 13 familias diferentes}, una mutacidén en
sentide erréneo en el exdn 7 del gen que codifica para el FSHR.
Dicha mutacién dio lugar a una disminucién en la capacidad de
unidn de la FSH a su receptor y consecuentemente una reduccidn en
la produccidén de AMPc (57,58).

Al estudiar si existia homologia de la secuencia del gen del
FSHR en diferenites especies, incluyendo la del humano, se observd

gque la mutacidédn se localizz en una regidn altamente conservada
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del receptor protéico; asimismo, esta secuencia de cinco
aminoacidos es idéntica a la encontrada en los receptores de FSH,
LH y TSH y contliene sitics de N‘glicosilacién,‘los cuales son
importantes para la funcidén del dominio extracelular. Lo anterior
sugiere que este sitio participa en la transferencla del receptor
hacia la regidén transmembranal, o en el cambic conformacional del
misme (68)., En 19985, Davis vy cols. (69) 1llevaron a cabo un
estudio en ratas, en el cual demostraron que leos sitios de
glicosilacién localizados en la secuencia donde se presentdé la
mutacidén son importantes para el plegamiento de la proteina; por
lo tanto, una mutacidén en esta regidn afectaria la 1integridad
conformacional del receptor (46). Lo anterior fue demostrade por
Ranniko v cols. {datos no publicados), los cuales observaron gque
la mutacién en el exdén 7 altera el movimiento del receptor hacia
la membrana celular, asi como su adecuado plegamiento. Con base
en estos hallazgos postularon gue esta mutaciédn dio lugar en
estas pacientes finlandesas a la DGP 46,XX.

Posteriormente, diversos grupos de investigadores (70-75),

realizaron estudios en el gen del receptor de FSH en mujeres con

DGP 46, XX en diversas poblaciones: alemana, inglesa,
noxrteamericana, {femn la que incluyeron mujeres de origen
caucasico, africe-americano, indic e hispano) y brasileidia,

incluyéndose aqui también mujeres con origenes étnicos diversos.
El numerc de pacientes que se incluyeron en estcs estudios fue
diferente para cada grupo (72,75). Asimismo, se incluyeron tanto

nujeres con DGP 46,%XX completa como incompleta, asi como mujeres
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que pertenecian a la misma familia; sin embargo, en ninguno de
los estudiocs se demostraron mutaciones en el gen de FSHR en estas
pacientes.

A diferencia de nuestro estudio, en el cual si se
secuenciaron los 10 exones que codifican para FSHR, estos grupos
no llevaron a cabo la secuencia de los 10 exones gque comprenden
al gen del FSHR, unicamente estudiaron al exén 7 {en el cual se
reportd la mutacién finlandesa) (57}, los exones 1, 5-6 (ya que
comprenden la regidn inicial y media del dominio extracelular)
{(74), y el exdn 10 que codifica para la regidn transmembranal e
intracelular (71-73).

Se ha demostradc gue la presencia de mutaciones en los genes
que codifican para los receptores gque acoplan proteinas G, como
son los receptores de LH, TSE y GnRH dan lugar a diversas
patologias (76). Estas mutaciones por 1o general se presentan en
el exdbn que codifica para los dominios transmembranal e
intracelular; motivo por el cual, era de esperarse que pudiesen
presentarse mutaciones en el exén 10 que codifica para estos
dominios del receptcr de FSH y dieran lugar a DGP 46,XX. Sin
embargo, solamente se demostraron, en algunas de estas
poblaciones la presencia de dos pelimorfismos en este exdn.

En 1998 Beau vy cols. (59), demostraron en una mujer de
ascendencia armenia con diagndéstico de DGP 46,XX en su forma
incompleta, una mutacién heterocigota; localizada en el exdn 6,
que didé lugar al cambio del aminodcido I160T vy en el exdn 10 que

sustituye el amincdcido R573C. Los estudios de expresidn por

35



transfeccién de este receptor mutado, demostraron tna reduccidn
de la capacidad de unidén de la hormona a su receptor vy
consecuentemente una reduccidén en la produccidén de AMPc (59).

Posteriormente, este mismo grupc de investigacién ({61),
realizd el estudioc molecular del gen del FSHR en una mujer con
diagnéstico de DGP 46,XX en su forma incompleta; demostrandose
una nmutacidn heterocigota en el exdn 9 y exdn 10, la cual
sustituye al amincacido N224v N al aminoacido L6011V
respectivamente. Los estudios de expresidén por transfeccidn de
este receptor mutado demostrarcn gue Unicamente la mutacidn N224V
da lugar a una reduccidn importante de la capacidad de unidédn de
la hormona a su receptor y consecuentemente una reduccidn en la
produccidén de AMPc (61).

En este estudio se incluyeron mujeres con DGP 46,XX en su
forma completa (n=9) e incompleta (n=3), asi como a dos mujeres
que pertenecian a la misma familia. No se demostraron en ninguna
de las 12 pacientes, mutaciones en ninguno de los 10 exones del
gen que codifica para FSHR, asi como tampoco detectamos la
presencia de pelimorfismos. La diferencia de las pacientes
incluidas en este estudio con respecto a las finlandesas y a las
mujeres estudiadas por Beau y cols. fué su origen étnico mestizo
mexicano, e inclusive en nuestro estudio se incluyd a dos mujeres
gue pertenecian a la misma familia y dado que se ha propuestoc una
herencia autosdémica recesiva, se esperaba al menos gque las

hermanas presentaran una mutacién en este gen.
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La mutacidn reportada en este gen en la poblacidén finlandesa
como causa de DGP 46,XX, pudlese explicarse por un efecto
fundador ocasionado por un alto indice endogamico y las
mutaciones heterocigotas presentes en las mujeres estudiadas por
Beau y cols., pudiesen ser mutaciones uUnicas.

En 1999, Conway y cols. (717), realizaron el estudio
molecular del gen del FSHR en 49 mujeres inglesas con falla
ovarica prematura, asi como en 5 con sindfome de ovario
resistente y 93 mujeres con sindrome de ovario poliguistico. Al
igual que en los estudios previos, no se demostraron mutaciones
en el gen del FSHR en ninguna de las pacientes estudiadas; sin
embargo, si encontraron los polimorfismos descritos en el exén 10
(71-75) .

El hecho de gue no se hayan demostrado en las 12 pacientes,
mutaciones en ninguno de los 10 exones del gen gque codifica para
FSHR, no descarta la posibilidad de que existan alteraciones en
otras regiones de este gen, o bilen gque esta patologia sea
secundaria a otras causas. Se ha reportado en diversos genes que
la presencia de mutacicnes en el promotor © en las regiones
intrénicas, conducen a alteraciones fenotipicas (78,79). De igual
forma, se han reportado mutaciones silenciosas a nivel
postranscripcional gue ccasionan alteraciones en la regulacidn de
la proteina mutada (80). En este estudioc, UGnicamente se realizd
lz bisgueda de mutaciones en los 10 exXcones gue comprenden al gen;
sin embargo, no se secuenciaron las regiones intrbénicas ni el

promotor del mismo, asi como tampoco se reallizaron estudios en el
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receptor protéico, por lo tanto, no podemos descartar la
posibilidad de que la DGP 46,XX en estas pacientes se deba a la
presencia de mutaciones en estas regilones, © bien la causa sean
alteraciones en la proteina. En los ultimos cinco afios se han
identificado diferentes cromoscomas en los que se localizan
diversos genes gque se consideran candidatos potenciales para el
desarrollc de falla ovérica prematura. Entre 1lcs genes gue
cosegregan con la presencia de falla ovarica prematura, se ha

identificado, un gen localizado en Xg22 homdloge al gen diadfano

de Drosophila melanogaster, el cual se expresa tanto en tejidos
de fetos como de adultos humanos, el gen de regulacidn autoinmune

(AIRE), localizado en el cromoscoma 21 vy el gen para la subunidad
B de la hormona FSH mapeado en el cromosoma 11. Es posible que en

cualgulera de las 12 mujeres gque incluimos en este estudio,
existiesen mutaciones en cualquiera de estos genes mencionados
anteriormente, ¢ bien que la alteracidn pudiése encontrarse a
nivel de segundos mensajeros y aun cuando existiera un aumento de
AMPc como consecuencia de la unién de la FSH con su receptor, las
moléculas que funcionan como segundos mensajeros no recibieran la
seflal que da inicio a su expresidén y funcionamiento (76).

Como mencionamos anteriormente, de las 12 pacientes
estudiadas, 9 presentan DGP 46¢,XX en su forma completa v 3 en su
forma incompleta. En lo que respecta a la etiopatogenia de la DGP
en su forma completa, pudiése ser consecuencia de una alteracidn

en cualquiera de los genes que intervienen en la cascada de
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ESTA THSIS NO SALE
LARIBIIOTECA
eventos que conducen a la diferenciacién sexual; sin embarge, la
presencia de ovarios hipopléasicos en las 3 pacientes con DGP
46,XX en su forma incompleta, sugiere que esta condicién
patoldégica pudo haberse originado por causas distintas a

alteraciones genéticas.

Es importante seflalar, que la diferencia entre las pacientes
con la forma completa de DGP 46,XX y las pacientes con la forma
incompleta, es que las primeras presentan amenorrea primaria y
estrias gonadales bilaterales, por el contrario, las segundas,
presentan amenorrea primaria o secundaria Yy foliculos
desarrollados hasta la etapa antral. Esta diferencia ha postulado
que la forma incompleta de la DGP 46,X¥ no es una variante de la
misma, sino otra entidad patolégica. Diversos investigadores (59,
60, 71-74, 77) mencionan que la presencia de amenorrea secundaria
en conjunto con el desarrollo de ovarios hipoplésicos en los que
se pueden observar algunos foliculos, es caracteristica de falla
ovarica prematura, entidad patolégica gque se define como un cese
en la producciédn de estrbgenos ovAaricos ¥y un estado
hipergonadotrépico entre la menarca y los 40 afios de edad (81).

Asimismo, entre las causas que se considera originan falla
ovérica prematura, se encuentran la presencia de ooforitis
autoinmune, enfermedades infecciosas y anticuerpos antirreceptor
de FSH (8l). Por 1lo anterior no podemcs descartar lz posibilidad
de que las 3 paclentes con amenorrea secundaria y ovarios
hipoplésices incluidas en este estudio, hayan presentado alguna

de estas alteraciones que diercn lugar a su patologia.
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CONCLUSION

El anadlisis molecular de los 10 exones que comprenden al gen
del FSHR, no reveld mutaciones en ninguna de las 12 mujeres con
DGP 46,XX. Por lo tanto, se sugiere que la presencia de DGP 46,XX
en las 12 mujeres estudiadas pudiése ser secundaria a mutaciones
localizadas en la regidén promotora del gen del FSHR, o en las
regiones intrdnicas del mismo; o bien debido a la existencia de

alteraciones en algunos de los genes que participan en la cascada

de la diferenciacién sexual.
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