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RESUMEN 

Las anomalías en la diferenciación de la célula de Leydig (agenesia o 

hipoplasia) constituyen una causa de pseudohermafrodi tismo masculino 

(PHM). Se ha demostrado que mutaciones en el gen que codifica al 

receptor de LH/hCG (R-LH) son responsables de esta enfermedad y se 

han identificado diversas mutaciones en este gen en sujetos con la 

enfermedad. El objetivo de nuestro estudio fue caracterizar el 

defecto molecular del gen del R-LH en tres hermanas con PHM por 

hipoplasia de las células de Leydig. Se estudió además al padre, a 

una hermana sana y a 10 controles sanos. Los métodos incluyeron 

extracción de DNA genómico, amplificación de los 11 exones del gen 

del R-LH por la técnica de PCR y secuenciación completa del gen. En 

el nucleótido 1065 se detectó una transición homocigota de citosina 

(C) a timina (T) (GAC~GAT, codón 355) en las pacientes #1 y #3, 

correspondiendo este cambio a una mutación silenciosa. En la paciente 

#2 se identificó homocigosidad para GAC en esta posición, mientras 

que el padre y la hermana sana resultaron heterocigotos GAC/GAT. El 

resto de la secuencia fue normal en todos los suj etos. El cambio 

identificado en el nucleótido 1065 resultó un polimorfismo 

informativo, ya que al presentar 2 pacientes homocigosidad para GAT y 

la tercera paciente homocigosidad para GAC, excluimos con certeza que 

la enfermedad en esta familia estuviera ligada al gen del receptor de 

LH. Nuestros datos demuestran por primera vez la heterogeneidad 

genética del padecimiento. 
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SUMMARY 

Leydig cell aplasia or hypoplasia (LCH) is arare form of male 

pseudohermaphroditism resulting from inadequate fetal testicular 

Leydig cell differentiation. Affected indi viduals presented a wide 

phenotypic spectrum ranging from complete female external genitalia 

to males with micropenis. Recessive mutations in the LH receptor gene 

have been identified as responsible of the condition. In this study, 

we describe the molecular characterization of the LH receptor gene in 

three sibs with LCH. The father and an unaffected sister were also 

studied. Methods included genomic DNA extraction, PCR amplification 

of the 11 exons of the gene and direct automated sequencing of all 

the PCR products. After sequencing the 11 exons of the gene, no 

deleterious mutations were detected in any patient. However, we 

identified a silent polymorphism in exon 11: patients 1 and 3 

presented aCto T substitution at nucleotide 1065, being both 

patients homozygous GAT/GAT at codon 355. In contrast, patient 2 was 

homozygous GAC/GAC, while the father and the unaffected sister were 

heterozygous GAC/GAT. These results exclude that LCH in this family 

is due to a mutation in the LH receptor gene and provide evidence 

that defects in other loci, may also result in failure of Leydig cell 

differentiation demonstrating, for the first time, that Leydig cell 

hypoplasia is a genetically heterogeneous condition. 
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ANTECEDENTES 

DlFERENCIACION SEXUAL NORMAL 

La diferenciación sexual constituye uno de los fenómenos 

biológicos de mayor trascendencia y complejidad, el cual permite la 

perpetuación de las especies con reproducción sexual. El dimorfismo 

sexual es consecuencia de una serie de eventos que se presentan en 

las etapas mas tempranas de la vida, requiriéndose un alto grado de 

precisión en sus mecanismos de regulación. Recientemente, se ha 

demostrado que el fenotipo sexual depende de una serie de 

interacciones complejas entre señales genéticas, hormonales y 

celulares que participan en una cascada de eventos que culmina con el 

desarrollo del fenotipo masculino o femenino. En el humano, el 

proceso de diferenciación sexual se realiza en tres etapas sucesivas: 

cromosómica, gonadal y fenotípica(l). 

La diferenciación cromosómica se produce al momento de la 

fertilización, cuando un espermatozoide que posee un cromosoma X o un 

cromosoma Y fertiliza a un óvulo que aporta un cromosoma X. De esta 

forma, se establece el dimorfismo sexual que caracteriza a los 

mamíferos, en los cuales la hembra presenta un complemento 

cromosómico sexual XX y el macho XY. Los eventos posteriores en la 

diferenciación sexual, dependerán de la presencia o ausencia de los 

factores determinantes de. masculinización (2). Sin embargo, la 

presencia del cromosoma Y es siempre necesaria para la diferenciación 



5 

testicular de la gónada primi ti va, independientemente del número de 

cromosomas X presentes en el genoma de un individuo (3,4). 

El dimorfismo sexual gonadal se hace presente hasta la sexta 

semana de la vida intrauterina (5,6). Al menos cuatro tipos de 

células participan en la diferenciación de la gónada primitiva: 1;­

las células de soporte (células de Sertoli en el varón o células de 

la granulosa en la muj er) que derivan del epitelio celómico de la 

cresta gonadal; 2. - las células esteroidogénicas (células de Leydig 

en el varón y de la teca en la mujer) que derivan de células 

mesenquimatosas; 3.- células del tejido conectivo (que incluyen 

células mioides peritubulares y endoteliales formadoras de vasos 

sanguíneos) y 4. - las células germinales primordiales (CGP), que 

originarán los gametos (7). La gónada primitiva se transformará en 

testículo por la presencia y acción del Factor Determinante 

Testicular (FDT) conocido como SRY y localizado en el cromosoma y; de 

no existir éste, de manera pasiva, la gónada primitiva evolucionará 

hacia ovario (8,9). 

Desde hace más de 30 años se inició la búsqueda del FDT en los 

mamíferos; desde entónces se describieron diversos genes y secuencias 

que supuestamente correspondían al FDT. Entre ellos podemos citar al 

antígeno H-Y (10,11), a las secuencias Bkm (12) Y al gen ZFY (13). En 

1990, Sinclair y cols. (8), identificaron al gen específico, SRY (Sex 

determining region on Y chromosome) , el cual induce la transformación 

de la gónada primitiva en testículo. Este gen presenta una estructura 

muy sencilla, ya que contiene un sólo exón y no tiene intrones. Los 



6 

transcri tos originados por el gen son de 1.1 kb; presenta un marco 

abierto de lectura de 614 pares de bases, el cual codifica una 

proteína de 204 aa con un peso molecular de 23.9 kilodaltons (14,15). 

La parte media de la proteína SRY corresponde a un dominio con 

propiedad de unión al DNA, similar al encontrado en las proteinas 

nucleares de alta movilidad (16). Existen diversas evidencias en la 

literatura que han confirmado que el gen SRY es el FDT; algunas de 

éstas son las siguientes: el gen SRY está localizado en la región más 

pequeña del cromosoma Y capaz de inducir la diferenciación testicular 

en el ratón (8) y, como ha sido confirmado por nuestro grupo de 

trabajo, su presencia es suficiente para el desarrollo testicular en 

el hombre (9); 15% de las pacientes con disgenesia gonadal pura XY 

presentan mutaciones en el gen SRY (17-23); en el ratón, la expresión 

del gen Sry (homólogo murino del SRY) se correlaciona con el inicio 

de la determinación testicular (24); un fragmento de ADN de 14 kb, 

que incluye el gen Sry del cromosoma Y del ratón puede inducir el 

desarrollo masculino en ratones transgénicos XX (25) y finalmente, 

éste es un gen evolutivamente conservado en el cromosoma Y de 

mamíferos metaterios y euterios (8,26). La observación de que en 

algunas alteraciones de la diferenciación sexual se presenta 

desarrollo testicular aún en ausencia de SRY (27,28), ha llevado a 

proponer la participación de numerosos genes (autosómicos o ligados 

al X) en el proceso de desarrollo gonadal, como componentes de una 

cascada génica responsable de conducir la morfogénesis y la 
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diferenciación testicular. Entre estos podemos mencionar a los genes 

WTl, DAX-l, SOX9 y SFl(29-37). 

La formación de los fenotipos masculino o femenino es 

consecuencia de la acción ejercida por las hormonas sintetizadas en 

el testículo fetal, o por la ausencia de síntesis de éstas por parte 

del ovario. El mecanismo que lleva a cabo este dimorfismo en los 

mamíferos fue descrito originalmente por Jost (38,39), quien demostró 

que al diferenciarse la gónada primitiva a testículo, su producción 

hormonal induce el desarrollo del fenotipo masculino; en cambio, si 

la diferenciación gonadal es hacia ovario, el fenotipo será femenino. 

La extirpación temprana de las gónadas fetales en ambos sexos también 

induce un fenotipo femenino, lo cual apoya el concepto de inactividad 

endócrina del ovario fetal (40). , 

Las estructuras primordiales del tracto genital que 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 Müllerianos 

(paramesonéfricos). Los genitales externos se desarrollan a partir de 

un primordio común (tubérculo genital, pliegues genitales y 

engrosamientos labioescrotales) (41). 

El desarrollo del fenotipo masculino es secundario a la acción 

de tres hormonas fetales. En un inicio se presenta la involución de 

los conductos Müllerianos, proceso que se observa entre la sexta y la 

octava semana de la gestación y concluye en la décimo primera. Dicha 

involución está mediada por la hormona inhibidora de estructuras 
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Müllerianas (HIM) que es una glicoproteína secretada por las células 

de Sertoli del testículo fetal (42). La acción de la HIM se realiza a 

través de un receptor transmembranal, localizado en las células 

mesenquimatosas adyacentes a los conductos Müllerianos (43). 

Inmediatamente después de iniciada la síntesis de la HIM, las 

células intersticiales del testículo fetal se citodiferencian en 

células de Leydig. Estas servirán como substrato anatómico para la 

síntesis y secreción de testosterona (T). El efecto virilizante de la 

T se ejerce sobre los conductos Wolffianos que se diferencian a 

epidídimo, vas deferens, vesículas seminales y conducto eyaculador. 

La biosíntesis de T en el testículo fetal se lleva a cabo a partir de 

acetato (44), y es similar a la observada en el testículo del 

individuo adulto (45). La síntesis de T a partir de colesterol 

requiere de la presencia de diversos sistemas enzimáticos diferentes 

codificados cada uno de éstos, por loci autosómicos independientes 

(46). La actividad endócrina de la célula de Leydig en etapas tan 

tempranas de la gestación, representa una excepción en la economía 

fetal, ya que en general el feto posée medidas de protección las 

cuales no permiten la síntesis de hormonas esteroides activas que 

podrían poner en peligro su homeostasis (47). 

La T es el precursor (o prohormona) de la tercera hormona fetal 

virilizante, la dihidrotestosterona (OHT) (48-50). Esta se forma en 

las células blanco por la acción de la 5a-reductasa extragonadal; y 

es el mediador intracelular de la gran mayoría de las acciones de los 
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andrógenos. Esta hormona es la única responsable del desarrollo de 

los genitales externos masculinos y de la próstata (50,51). 

En la circulación, la T se une a dos proteínas: a la globulina 

transportadora de testosterona y a la albúmina (52). El paso de la T 

libre hacia las células no es dependiente de energía y probablemente 

está dado por un fenómeno de difusión pasiva (53). Tanto la T como la 

DHT se unen a una proteína receptora localizada en el citoplasma de 

las células blanco. Al unirse con el andrógeno, el complejo hormona­

receptor es translocado al núcleo donde se une a regiones específicos 

del DNA denominadas elementos de respuesta a hormonas (54-56). El 

receptor de andrógenos es una proteína de 919 aminoácidos codificada 

por un gen localizado en Xqll-12 (57-60). 

En ausencia de los genes testículo determinantes el primordio 

gonadal posee una tendencia inherente a desarrollarse como ovario 

siempre y cuando existan células germinales, ya que en caso contrario 

se forman estrías fibrosas incapaces de producir hormonas sexuales 

femeninas durante la pubertad (61,62). Entre la semana décima primera 

y la décima segunda, las ovogonias entran en la primera profase 

meiótica (ovocitos primarios) pero se detienen en la etapa de 

dictiotene hasta la pubertad cuando la acción de la hormona folículo 

estimulante (FSH) induce la continuación de la meiosis (63). Durante 

la embriogénesis, el ovario no secreta HIM ni T, lo que origina 

persistencia de los conductos Müllerianos y regresión de los 

conductos Wolffianos, respectivamente (40). 
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EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TESTICULO 

La síntesis y secreción de T por las células de Leydig está 

inducida, en un inicio de la etapa fetal, por la acción de la 

gonadotropina coriónica (hCG) sobre dichas células; sin embargo, a 

partir de la semana 11-12, el eje hipotálamo-hipófisis-testiculo (H­

H-T) inicia su actividad y es entonces cuando la hormona luteinizante 

(LH) se encarga de estimular la síntesis y secreción de andrógenos 

(64) • 

Han transcurrido casi 50 años desde que por primera vez se 

propuso que la regulación de la síntesis y secreción tanto de LH como 

de FSH se encontraba mediada por la acción que el sistema nervioso 

central ejercía sobre la hipófisis anterior (65). Dentro de la 

complejidad de los eventos que conducen a la síntesis y secreción de 

gonadotropinas, ha sido demostrado desde hace varios años que la 

acción de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) producida en 

el hipotálamo es un factor determinante para este fin. En 1960, 

McCann y colaboradores (66) demostraron que la inyección de extractos 

hipotalámicos a ratas inducía la secreción de LH por la hipófisis 

anterior. En 1971, los trabajos tanto de Matsuo (67) como de Schally 

(68), indicaron que un decapéptido era el directamente responsable de 

la estimu1ación del gonadotropo, denominándosele desde entonces como 

GnRH. 

El sistema nervioso central se comunica con la hipófisis 

anterior a través de una vía vascular. La síntesis de GnRH se efectúa 

en las neuronas especializadas del hipotálamo preoptico. Este péptido 
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es secretado, siempre en forma pulsátil, por las terminales 

neuronales hacia una red capilar especializada que rodea a la 

eminencia media. Una vez que alcanza la circulación porta-

hipofisiaria, es transportado hacía la hipófisis anterior donde 

estimula la síntesis y secreción tanto de LH como de FSH (69). La 

acción ejercida por la GnRH sobre la hipófisis anterior se inicia con 

la unión, por parte de la hormona, a receptores específicos 

localizados en la membrana citoplasmática del gonadotropo. 

La LH, así como la FSH y la hCG son glicoproteínas 

estructuralmente similares formadas por 2 cadenas peptídicas, unidas 

por puentes de hidrógeno, denominadas subunidad alfa y subunidad 

beta. La beta, es única para cada gonadotropina y le confiere su 

acti vidad biológica específica (70). La estructura de la subunidad 

beta de LH es similar a la de la hCG, excepto por que la de hCG tiene 

32 aminoácidos adicionales y varios residuos extras de carbohidrato s 

en su extremo carboxilo (-COOH). La estimulación de la LH sobre las 

células de Leydig induce la producción de testosterona. 

El proceso de esteroidogénesis testicular está mediado por la 

interacción de la LH/hCG a un receptor localizado en la membrana 

externa de las células de Leydig (71,72). El receptor de LH es una 

glicoproteína asimétrica e hidrofóbica constituida de una sola cadena 

polipeptídica y en el testículo se encuentra confinado exclusivamente 

a las células de Leydig, como ha ha sido demostrado mediante estudios 

con 125 r -hCG (73-75); en cada célula de Leydig existe un total 

aproximado de 6000 receptores (76). Los receptores para LH, unen a su 
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ligando en una forma sumamente selectiva y con una gran afinidad. La 

reacción de unión es más bien lenta, llevándose a cabo en una hora 

aproximadamente, baj o condiciones fisiológicas (76,77). El receptor 

de LH pertenece a una familia de receptores de superficie implicados 

en la transducción de señal dependiente de hormonas mediante el 

sistema de proteínas G/adenilato ciclasa y a la cual pertenecen 

también los receptores de fSH y TSH (familia de receptores de 

hormonas glicoproteicas) (78). A diferencia de otros receptores 

acoplados a proteinas G, esta familia de receptores tiene como 

característica el presentar un gran dominio extracelular que es el 

responsable de la unión de ligandos de 28-38 kDa (79). El dominio 

intracelular es la región responsable de la transducción de señal. La 

estructura de este grupo de receptores está caracterizada además por 

la presencia de 7 dominios transmembranales unidos por 3 asas 

extracelulares y 3 asas intracelulares. El dominio intracelular, así 

como las asas citoplasmáticas presentan diversos residuos de serina, 

treonina y tirosina que son sitios potenciales de fosforilación (75). 

El receptor de LH es regulado por su propio ligando y por fSH a 

través de la forma ciclica de mono fosfato de adenosina (AMPc). Otros 

factores como la GnRH, el estradiol y algunos factores de crecimiento 

pueden afectar el nivel de expresión del receptor (80). Recientemente 

se ha informado de la expresión del receptor de LH en tejidos 

extragonadales como útero, trompas de falopio, placenta, arterias 

testiculares y membranas fetales entre otros (80). 
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Existen dos requerimientos básicos para la interacción ligando­

receptor que son sumamente importantes para la respuesta subsecuente: 

alta afinidad y rigurosa especificidad. La primera propiedad hace 

posible que a bajas concentraciones fisiológicas, la hormona sea 

capaz de reconocer a su receptor respectivo, mientras que la segunda 

determina que baj o condiciones fisiológicas las funciones tanto del 

receptor como de la hormona sean evocadas. Al interaccionar la LH con 

su receptor, se estimula la enzima adenilato ciclasa incorporada a la 

membrana, la cual cataliza la conversión de ATP en AMPc; el AMPc 

fungirá como segundo mensaj ero. El sistema de adenilato ciclasa se 

encuentra compuesto por 3 unidades diferentes unidas a la membrana: 

el receptor a la hormona que contiene el sitio especifico para el 

reconocimiento de LH; la unidad catalitica de adenilato ciclasa, la 

cual convierte trifosfato de adenosina (ATP) a AMPc; y por último la 

subunidad reguladora del guanidil nucleótido que acopla GTP uniendo 

la adenilato ciclasa al receptor hormonal (81). Una vez que el AMPc 

es liberado al citoplasma de la célula de Leydig, se activa la enzima 

protein cinasa dependiente de AMPc (Cinasa-A) (82), la cual fosforila 

residuos de serina y treonina localizados en proteinas especificas de 

la célula e induce una cascada de eventos que culminan con la 

conversión de colesterol a pregnenolona y la sintesis subsecuente de 

andrógenos. La fosforilación se presenta en un gran número de sitios 

intracelulares que incluyen al núcleo celular, modificándose de esta 

forma las funciones fisiológicas (83). Después del estimulo de LH, se 

genera una producción máxima de esteroides (principalmente T), que 
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ocurre después de un pequeño incremento de AMPc. Se ha demostrado que 

la producción de T en células de Leydig dispersas, alcanza su máximo 

con la ocupación de solamente 1% de los receptores; debido a ésto, no 

se ha podido observar un aumento significativo en las concentraciones 

de AMPc (75). 

En el humano, la estimulación de la biosíntesis de T se inicia 

aproximadamente entre la 6a. y la 8a. semana de la gestación (84), lo 

que indica que los receptores funcionales para LH/hCG se encuentran 

presentes desde etapas tempranas de la vida fetal (85). 

Si bien no existe un conocimiento exacto de cómo finaliza la 

acción de la LH sobre el testículo y cual es el mecanismo íntimo por 

el cual la hormona unida es removida, se ha demostrado que los 

complejos hormona-receptor son internalizados y subsecuentemente 

degradados (86). 

GEN DEL RECEPTOR DE LH 

El gen que codifica al receptor de LH/hCG en el humano se 

encuentra localizado en los brazos cortos del cromosoma 2, 

especificamente en la banda p21 (87). Este gen tiene una región 

codificante de más de 60 Kb, constituida por 11 exones y 10 intrones 

y produce una proteína de 699 aminoácidos. Los exones 2-8 y 10 son 

muy similares en tamaño, constituidos por alrededor de 70 a 80 pares 

de bases (pb), los exones 1 y 9 son de aproximadamente 200 pb, 

mientras que el exón 11 está formado por más de 1000 pb. En la región 

flanqueante 5' se encuentran secuencias que regulan la respuesta 
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transcripcional del gen a algunas hormonas, factores de crecimiento y 

análogos de segundos mensajeros. Los primeros 10 exones del gen 

codifican la mitad amino terminal de la proteína que corresponde al 

gran dominio extracelular del receptor constituído por 335 

aminoácidos, mientras que el exón 11 es el encargado de codificar la 

mitad carboxilo terminal de la proteína. Esta última región incluye 

un segmento extracelular de 42 aminoácidos, siete dominios 

transmembranales (unidos entre sí por 3 asas extracelulares y 3 asas 

intracelulares) constituidos por 267 residuos de aminoácidos y el 

dominio intracitoplasmático completo (e-terminal) que está conformado 

por 72 aminoácidos (88). Esta organización estructural del receptor 

de LH/hCG es similar a la observada en otros receptores acoplados a 

proteínas G en los que también se han identificado 7 dominios 

transmembranales (89). En la figura 1 se muestra un esquema de la 

organización estructural del receptor de LH. 

En el dominio extracelular de la proteína se identifican seis 

si tios potenciales para glicosilación. En la porción ami no terminal 

en la unión entre el dominio extracelular y el dominio transmembranal 

se encuentran varios grupos de cisteínas. Debido a que estas 

cisteínas están conservadas en los receptores de LH, FSH y TSH, se 

cree que la formación de puentes di sulfuro es crucial para mantener 

la integridad conformacional del dominio extracelular en los 

receptores de las hormonas glicoproteicas (88). 



Espacio extracelular 

Membrana 
celular 

Espacio intracelular 

Figura 1 

Organización estructural del receptor de LH 
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La región 5' del gen del receptor de LH tiene una longitud de 

1085 pb Y se han identificado 2 cajas TATA localizadas a -34 y -47 

así como una secuencia que corresponde a un elemento de respuesta a 

AMPc (80). 

Recientemente fue identificada una variante alélica del gen del 

receptor de LH denominada LQ, la cual se caracteriza por presentar 2 

aminoácidos adicionales en el extremo amino de la proteína (resíduos 

19 y 20). La variante LQ es común en población caucásica pero no se 

logró identificar en una muestra de población japonesa (90). La 

expresión de ambas formas del receptor en células COS-7 no reveló 

diferencias en la capacidad de producción de AMPc ni en la expresión 

de la proteína en la superficie celular (90). 

PSEUDOHERMAFRODITISMO MASCULINO 

Las alteraciones del proceso de diferenciación sexual durante 

cualquier etapa de la vida intrauterina, conducen a la presencia de 

anormalidades en el desarrollo sexual. Estos trastornos pueden ser 

clasificados de acuerdo con el momento del desarrollo en el que se 

originaron; ésto es, en errores del sexo cromosómico, errores del 

sexo gonadal y errores del sexo fenotípico (91). 

Dentro de las alteraciones del sexo fenotípico se encuentra el 

pseudohermafrodi tismo masculino (PHM), que está constituido por un 

grupo de padecimientos en los cuales el individuo afectado presenta 

cariotipo 46,XY, testículos y fenotipo femenino o ambigUo. El PHM se 

ha dividido para su estudio en 3 categorías principales: 1.- defectos 
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en la síntesis, secreción o acción de la HIM, que originan un grupo 

de padecimientos en los que los individuos afectados presentan 

virilización masculina normal con persistencia de estructuras 

MUllerianas; 2.- anomalías secundarias a deficiencias en la 

producción de T, originadas por defectos en cualquiera de las 5 

enzimas necesarias para la síntesis de T a partir de colesterol o a 

anomalias del receptor de LH/hCG; y 3.- síndromes de resistencia a la 

acción de los andrógenos, que son considerados la causa mas común de 

PHM (91-93). 

HIPOPLASIA DE LAS CE LULAS DE LEYDIG 

Las anomalías en la diferenciación de la célula de Leydig 

(agenesia o hipoplasia) constituyen una causa poco frecuente de PHM 

(94 -114). Las características principales de esta alteración son las 

siguientes: 1) complemento cromosómico 46,XY; 2) testículos pequeños, 

criptorquídicos, con presencia de túbulos seminíferos, escasas 

espermatogonias e hipoplasia o agenesia de las células de Leydig en 

el intersticio; 3) presencia variable de derivados Wolffianos y 

ausencia de derivados MUllerianos; 4 ) genitales externos 

predominantemente femeninos, aunque en los casos de hipoplasia puede 

encontrarse ambigüedad genital o micropene. El desarrollo de las 

características sexuales secundarias en la pubertad es variable; 5) T 

sérica baja y disminución de la respuesta androgénica al estímulo con 

hCG; 6) valores normales de los precursores en la biosíntesis de T y 

7) patrón hereditario autosómico recesivo (101) . Los estudios 
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histológicos testiculares en estos pacientes muestran túbulos 

seminíferos inmaduros con células de Sertoli de apariencia normal, 

adelgazamiento de la membrana basal y células semej antes a 

fibroblastos en el intersticio; si bien con frecuencia pueden 

identificarse espermatogonias, no se han podido observar 

espermatoci tos (93,94,96,97,101). Por otra parte, en la mayoría de 

los pacíentes se ha podido identificar epidídimo y vasos deferentes, 

hecho que podría indicar que algunas células de Leydig son 

funcionales durante el desarrollo fetal (98). 

Clinicamente, la agenesia o hipoplasia de células de Leydig se 

ha clasificado en 2 tipos: el tipo I que es la forma severa en la que 

los suj etos afectados presentan fenotipo femenino y el tipo II que 

son los casos menos severos en los que se observa ambigüedad genital 

o micropene (103). 

Recientemente se ha demostrado que mutaciones en el gen que 

codifica al receptor de LH/hCG son responsables del PHM secundario a 

agenesia o hipoplasia de células de Leydig (105-114). El tipo y la 

localización de tales mutaciones se resume en la Tabla l. Los 

estudios de expresión por transfección de estos receptores mutantes 

en células 293 de riñón, las cuales no expresan receptor de LH, 

demostraron la incapacidad de los mísmos para activar la producción 

del AMPc en presencia de la hormona agonista (LH/hCG), impidiéndose 

de manera secundaria, la síntesis de T (105-114). 
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Tabla 1 

Mutaciones inactivantes descritas en el gen del 
receptor de LH. 

Nucleótido mutado Cambio de aminoácido Referencia 

C1660T Arg554término 107 

C1847A Ser616Tir 107,108 

C1635A Cis545término 106 

G1787C Ala593pro 105,109 

G1060A Glu354Lys 112 

T1874A Iso625Lys 113 

Del. 1822-1827 Del. Leu608-Va1609 114 

Deleción completa 
del exón 108 

A872G Asn291Ser 108 

C393T Cys131Arg 110 

Inserción de 33 pb Inserción de 11 aa 111 

20 
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Debido al escaso número de pacientes estudiados, ha sido dificil 

establecer una correlación definitiva entre el fenotipo de los 

pacientes y la alteración específica a nivel molecular; sin embargo, 

recientemente se ha identificado que la severidad del cuadro clínico 

tiene una relación inversa con la actividad residual del receptor 

(113) . 

Hay que señalar que ciertas mutaciones descritas en el exón 11 

de este gen han sido correlacionadas con la presencia de una 

enfermedad conocida corno pubertad precoz familiar limitada a varones 

o "testotoxicosis" (115-119). En esta entidad autosómica dominante, 

los individuos afectados presentan signos de desarrollo puberal entre 

los 1 y los 4 años de edad, corno son virilización acelerada, 

crecimiento rápido y cierre prematuro de las epífisis, lo que 

conlleva a talla baja en la edad adulta. Estos pacientes presentan 

niveles disminuidos de LH, ausencia del patrón pulsátil de secreción 

puberal de LH, T sérica elevada y respuesta de tipo prepuberal a la 

administración de GnRH, hallazgos que sugieren una estimulación 

independiente de gonadotropinas en la síntesis de T (120). La 

expresión in vi tro de receptores de LH/hCG mutantes provenientes de 

individuos con testotoxicosis, ha demostrado que tales mutaciones 

inducen una activación constitutiva en la producción de AMPc en 

ausencia de la hormona agonista (LH/hCG), lo que finalmente induce un 

aumento en los ni veles séricos de T y el desarrollo de pubertad 

precoz (116-119). 
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OBJETIVOS 

Caracterizar la mutación del gen del receptor de LH/hCG en tres 

hermanas con diagnóstico comprobado de pseudohermafroditismo 

masculino por hipoplasia de las células de Leydig. 

Identificar, mediante el estudio molecular, el patrón de 

segregación familiar del gen mutado y detectar a los individuos 

portadores (heterocigotos). 

Correlacionar el defecto molecular existente con el fenotipo de 

los sujetos afectados. 
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SUJETOS Y METODOS 

Sujetos: 

Se estudió a una familia originaria del Estado de México con 

pseudohermafroditismo masculino en la que en 1981 se demostró 

mediante estudios histológicos, endócrinológicos y bioquímicos el 

diagnóstico de hípoplasia de las células de Leydig (96). En esta 

familia, en la cual no se documentó consanguinidad, se estudiaron 

tres pacientes afectadas con el síndrome, una hermana sana y el padre 

(heterocigoto obligado) (Figura 2). 

Para la realización del estudio, se obtuvo aprobación tanto del 

comité de estudios en humanos como de los sujetos partícipantes 

mediante carta de consentimiento informado. 

Paciente 1: Esta paciente fue evaluada a los 18 años de edad y a la 

exploración física presentó talla y segmentos corporales normales, 

fenotipo femenino, ausencia de desarrollo mamario, ausencia de vello 

púbico y axilar y genitales externos de aspecto infantil. El 

cariotipo en sangre periférica fue 46,XY y los niveles séricos de 

gonadotropinas se encontaron elevados. La laparotomía reveló la 

presencia de gónadas intraabdominales y ausencia de derivados 

Müllerianos y Wolffianos con excepción de una porción rudimentaria de 

la trompa uterina izquierda: El estudio histológico de la biópsia 

gonadal demostró tejido testicular con túbulos seminiferos de tipo 

infantil con células de Sertoli. En el espacio intersticial se 
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Figura 2 

• PSEUDOHERMAFRODITISMO MASCULINO 

Arbol genealógico de la familia con pseudohermafroditismo masculino 
secundario a hipoplasia de las células de Leydig 
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observaron fibroblastos y células mesenquimatosas que se 

interpretaron como precursores de células de Leydig. Las 

determinaciones hormonales realizadas en esta paciente se muestran en 

la tabla 2. 

PaC1ente 2: Sujeto de 25 años de edad con fenotipo femenino y 

ausencia de desarrollo ·sexual secundario. Esta paciente había 

recibido terapia con estrógenos por un tiempo por lo que presentaba 

cierto grado de crecimiento mamario. El cariotipo en sangre 

periférica fue 46, XY. Los hallazgos histológicos en la biópsia de 

gónadas de esta paciente fueron semejantes a los observados en la 

paciente 1. No se identificaron cambios en la morfología de las 

células intersticiales después de una prueba de estimulación con 5000 

unidades 1M de hCG diarias por 5 dias. Las concentraciones hormonales 

de esta paciente se muestran en la tabla 2. 

Paciente 3: Paciente fenotipicamente femenina, evaluada a los Baños 

de edad, presentó una masa inguinal izquierda y cariotipo 46,XY en 

sangre periférica. 
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Tabla 2 

NIVELES SERICOS* DE TESTOSTERONA (T), l7-0H PROGESTERONA (17-0HP4) y 
ANDROSTENEDIONA (A) BASALES Y DURANTE UNA PRUEBA DE ESTIMULACION CON 

5000 UI DIARIAS DE hCG POR 5 DIAS 

l?acient e Basal día 1 día 2 día 3 día 4 día 5 

T 0.08 0.14 0.11 0.11 0.14 0.14 

1 l7-0HP4 0.25 0.25 0.18 0.25 0.30 0.27 

A 0.22 0.22 0.31 0.25 0.28 0.23 

T 0.04 - 0.03 0.03 0.09 0.07 

2 l7-0HP4 0.21 0.21 0.20 0.24 0.27 0.31 

A 0.32 0.28 0.30 0.30 0.27 0.32 

*Resultados expresados en ng/ml. 
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MÉTODOS 

Extracción de DNA Genómico 

El ONA genómico de los 5 sujetos de la familia, así como el de 

10 controles sanos no relacionados se obtuvo mediante una técnica 

previamente descrita (121,122) con algunas modificaciones (123). 

Se extrajeron 3 ml de sangre a cada sujeto, colocándose en tubos 

Vacutainer que contenian 0.05 ml de Na2EOTA como anticoagulante. 

Posteriormente y con el fin de lisar los eri troci tos, la sangre se 

colocó en un tubo cónico y se mezcló con un volumen igual de un 

amortiguador que contenia tris-HC1/tritón X-lOO/sacarosa (TTS). La 

mezcla anterior fue transferida a microtubos de 1.5 ml 

centrifugándose a 9,221 g durante 1.5 min, a temperatura ambiente. El 

sobrenadante se decantó y el botón de leucocitos fue re suspendido en 

1 ml de TTS, volviéndose a centrifugar a 9,221 g durante 1.5 min a 

temperatura ambiente. Este último paso fue repetido varias veces 

hasta obtenerse un botón de leucocitos libre de eritrocitos. El 

paquete de leucocitos se resuspendió en 570 ~l de NaCl 50 mM, 

agregándose 50 ¡JI de SOS al 10% para lisar las membranas de los 

leucocitos. La mezcla se agitó durante varios minutos. Con el fin de 

precipitar las proteínas, se adicionaron 200 ~l de NaCl 5M, se agitó 

y se dejó en reposo durante 5 minutos. Posteriormente, el botón de 

leucocitos fue centrifugado a 9,221 g durante 15 min a 4°C. El 

sobrenadante fue transferido a un tubo estéril y se adicionaron 2.5 

volúmenes de etanol absoluto (-20°C) para precipitar el ONA. El ONA 
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precipi tado se recolectó con una pipeta Pasteur estéril de punta 

curva y se lavó con etanol frío al 70%. Por último, la muestra se 

dejó secar a temperatura ambiente y se resuspendió en un volumen 

entre 200 y 400 pl de agua bidestilada estéril. El DNA se conservó a 

-20°C para su análisis posterior. 

En todas las muestras obtenidas se llevó a cabo un análisis 

espectrofotométrico mediante lecturas a 260 y 280 nm. La 

concentración de DNA fue calculada mediante la siguiente fórmula: 

[DNA] , (pg/pl) = (A260) (dilución- 1
) (O. 05pg/pl), 

DNA= 1 D. 0260 

en donde 0.05pg/pl de 

La relación 260/280 indicó la pureza del DNA obtenido. Se 

consideraron como óptimas las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0 

unidades de D.0260. Para determinar la calidad de las muestras, se 

realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.2% teñido con 

bromuro de etidio al 0.0002% (4). 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Por medio de la técnica de PCR se amplificaron los 11 exones del 

gen del receptor de LH. Los pares de oligonucleótidos utilizados, así 

como las condiciones de la reacción se muestran en las tablas 3A y 

3B. El nombre, dirección y posición relativa de estos 

oligonucleótidos se esquematiza en la figura 3. Todos los 

oligonucleótidos fueron adquiridos en una casa comercial (Accesolab, 

México)y llevados a una concentración final de 100 ~M. 
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TABLA 3A 

Secuencia de oligonucleótidos utilizados para la amplificación 

por PCR y secuenciación directa del gen del receptor de LH. 

Exón Oliqonucleótidos 5'- 3' producto Temperatura y tiempo 
amplificado de alineamiento 

11 la CGATTTCACCTGCATGGC 211 pb 58°C 
lb CCCGACGTTTACAGCAGCC (2 min) 

2a TATCCCATCAATTCTTGTGCC 194 pb 58 Oc 
2b GGATTGAGAAGGCTTATTTGATCC (2 min) 

3a CACTGCTGGCTTTTTCACTGTATT 463 pb 55 Oc 
3b TGAAGGCAGCTGAGATGGCAAAAA (2 min) 

4A CCCTTACCTCAAGCCAATAA 218 pb 54 Oc 
4b CATGTTTCCCATGATGGCTA (1 min) 

5a TATGAATATGGTTTCTGCTTACC 376 pb 50 Oc 
5b GTGTAGACAGAAAGTTCACTTG (1 min) 

6a CCAACTCTAAAGTTTTACTGGT 371 pb 54 Oc 
6b GTTAAAATTACTGGTACAGGTA (1 min) 

10 E10a ACAGTCAGGTTTAGCCTGAA 174 pb 50 Oc 
E10b CTTCTGAGTTTCCTTGCATG (30 seg) 

9 E9a CCTGGGCGGCGGAGCAA 316 pb 58 Oc 
E9b TCTGCCACAGCTTGGGTAGG (30 seg) 

8 E8a AACTCCACTAAGGGCAATAT 164 pb 56 Oc 
E8b ACACCCTAAGCAGTCCTGT (30 seg) 
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Tabla 3B 

7 E7a ATGTGTTTCCAAACTGTTTCT 174 pb 50 Oc 
E7b TTCATTTTTATTCCTGAGCTG (30 seg) 

6 E6a GCATAACAGTTTCCTATTTGC 178 pb 55 Oc 
E6b TGTATGGCAGAACACAAATCT (30 seg) 

5 E5a ATGCCTTTGTACTCTCTTTT 206 pb 56 Oc 
E5b TAGGAAACTGTTATGCATAG (30 seg) 

4 E4a CACACATTTCAAACAATACAC 200 pb 48 Oc 
E4b TTTGATTTTCATCAGATGCC (1 min) 

3 E3a ATTATCATGCAGACACGGTCA 211 pb 57 Oc 
E3b TACCAAGTGGGCTCCAGCCA (30 seg) 

2 E2a TTGGATTTCCTTTTTTCTTTTTCT 126 pb 50 Oc 
E2b GTCTTTTGATATGCAGTAACT (1 min) 

1 E1a CACTCAGAGGCCGTCCAAG 291 pb 60 Oc 
E1b GGAGGGAAGGTGGCATAGAG (30 seg) 

Atqer y Cols. (80). 
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Figura 3 

5' 3' 

Ela Elb E2a E2b E3a E3b E4a E4b ESa E5b E6a E6b E7a E7b ESa E8b E9a E9b E10a EIOb la lb 2a 2b 3a 3b 
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,al ji II II II i , , , , r¡---..¡ • 

1 

ATG 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

4a 4b 50 5b 6a 6b 

~J ~J ~J 

Organización exónlintrón del gen del receptor de LH. Los exones están representados por cuadros 
del 1 alIl. Los intrones están representados por lineas delgadas interrumpidas. Se señala la posición 
del codón de inicio (ATG). La posición, dirección y nombre de los oligonucleótidos usados para la 
amplificación del gen están indicados en cada exón. 
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En todos los casos se preparó una reacción estándar de 50 ~l de 

acuerdo a la técnica descrita por Sambrook y cols. (124). Esta 

reacción contenía entre 0.5 y 1.0 ~g de DNA, amortiguador de 

amplificación 10 X (Tris-HC1/KC1/MgzC1) a una concentración final de 

IX, mezcla de los 4 desoxirribonucleótidos tri fosfatados (dNTP's) a 

una concentración final de 20 ].1M, los iniciadores a concentraciones 

finales específicas, 2 U de Taq polimerasa (Perkin-Elmer Corp, 

Branchburg New Jersey, USA) y ddHzO estéril. La mezcla de reacción se 

cubrió con 100 ].11 de aceite mineral. Todas las reacciones fueron 

llevadas a cabo en un equipo Gene Amp PCR System 97DO de Perkin 

Elmer. Para la amplificación del exón 1 se agregó a la mezcla de 

reacción DMSO al 5%, debido a la alta proporción de G y C presente en 

este exón. 

Los productos de cada reacción de amplificación fueron 

analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, teñidos 

con bromuro de etidio al 0.0002%. En todos los casos, se incluyó un 

marcador de peso molecular, una muestra de un sujeto sano como 

control positivo y una reacción a la cual no se le agregó DNA, como 

control negativo. 

Purificación de los Productos de PCR 

La . purificación de los productos de PCR a partir del gel de 

agarosa se realizó mediante el kit GENECLEAN II (BIO-101, Vista CA, 

USA). Se cortó la banda del gel con el producto de amplificación, se 

pesó y se disolvió en una solución de TBE modificado y ioduro de 
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sodio a 55°C. Posteriormente, se adicionaron perlas de vidrio (5 ~l 

de Glassmilk), se lavó en 3 ocasiones con solución de New Wash (tris 

con un pH entre 7.0-8.5, y etanol al 51%) y finalrnente el producto de 

PCR purificado se resuspendió en 20 pI de agua bidestilada estéril. 

Secuenciación 

La secuenciación de los 11 exones del gen del receptor de LH se 

realizó con un estuche para secuencia de DNA [Dye Terminator Cycle 

Sequencing Core Kit (Perkin-Elmer Perkin Elmer Corp, Branchburg New 

Jersey, USA) l. El procedimiento' seguido se basó en el método descrito 

por Sanger y cols. (125) con algunas modificaciones. En tubos de 

microcentrífuga de 0.5 ml se llevó a cabo la mezcla de la reacción 

con: amortiguador de secuencia 5X, mezcla de dNTP's, 01igonuc1eótido 

a una concentración definida (5' o 3'), terminadores coloridos A, C, 

G, T Y AmpliTaq DNA Polimerasa FS (Perkin Elmer Corp, Branchburg New 

Jersey, USA). A esta reacción se le añadió el DNA genómico (300 

nanogramos del templado/reacción) yagua bidestilada para un volumen 

final de 20 pI. La PCR de cada una de las reacciones de secuencia fue 

realizada con las temperaturas de desnaturalización, reasociación y 

extensión previamente estandarizadas para cada fragmento. Al 

finalizar la PCR, se procedió a la purificación de los productos 

mediante la precipitación con 50 ~l de etanol al 95% y 2 ~l de 

acetato de sodio 3 M. Las muestras fueron resuspendidas en 4 pI de 

amortiguador de carga (formamida desionizada y EDTA, que contiene 50 

mg/ml de azul dextrán en una proporción 5:1 de formamida y EDTA/azul 
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dextrán). Las muestras fueron calentadas a temperatura de ebullición 

y colocadas en hielo. El DNA fue secuenciado en un gel de 

poliacrilamida al 4.75% (50 mI) que contenía acrilamida al 40%, urea 

25 g, bisacrilamida:acrilamida (18:2), 5 mI de TBE 10X, 16.87 mI 

250 111 al 10% y 28.2 111 de N,N,N',N'-

tetrametileti1endiamina. Las muestras (4¡1l/carril) fueron analizdas 

en un secuenciador automático App1ied Biosystem 310 Genetic Analyzer 

(Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City CA, USA). 
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RESULTADOS 

El análisis del arbol genealógico de la familia investigada no 

reveló consanguinidad en por lo menos 2 generaciones anteriores a la 

de las enfermas. En todos los sujetos estudiados la concentración y 

la calidad del DNA obtenido fueron satisfactorias, como puede 

observarse en los resultados del análisis espectrofotométrico y 

electroforético mostrados en la Tabla 4. 

En los 5 sujetos de la familia en estudio se observó 

amplificación de los 11 exones del gen del receptor de LH. En todos 

los casos, el tamaño de los productos obtenidos coincidió con lo 

esperado al compararlos con los marcadores de peso molecular. Estos 

hallazgos descartaron la presencia de deleciones parciales o totales 

en la secuencia codificante del gen. En los 10 sujetos controles, la 

amplificación de los 11 exones también fue normal. Los productos de 

amplificación se muestran en las figuras 4A-H Y 5A-H. La 

purificación de cada uno de estos productos de PCR fue adecuada 

obteniéndose en todos los casos templados con concentraciones de 

entre 75 y 100 nanogramos de DNA por ~l. 
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Tabla 4 

---

Sujeto 260nm 280nm 260/280 nm DNA Ilg/mI Electroforésis 

Paciente l 0.4573 0.1993 1.8830 1.188 No degradado 

Paciente 2 0.8758 0.7269 1.8001 2.189 No degradado 

Paciente 3 0.7686 0.4015 1.9144 1.921 No degradado 

Hennana sana 0.4001 0.1083 2.000 1.100 No degradado 

Padre 0.9689 0.8304 1.9118 2.422 No degradado 

Controles 0.3904-0.9877 0.1004-0.9504 1.8-2.0 1.00-2.55 No degradado 
(n=10) 

Análisis espectrofotométrico y electroforético del DNA genómico de los pacientes y de los controles sanos 
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Figura 5A-H 



En el fragmento del exón 

oligonucleótidos 4a y 4b se detectó 

11 

una 

amplificado con 

39 

los 

transición homocigota -de 

ci tosina a timina (C~T) en las pacientes afectadas #1 y #3. Este 

cambio, localizado en el nucleótido 1065, modifica el codón GAC a 

GAT; sin embargo, el aminoácido codificado en posición 355 es 

mismo (ácido aspártico), correspondiendo este cambio a una mutación 

silenciosa o polimorfismo. En la paciente #2 se identificó 

homocigosidad para GAC en esta posición, mientras que el padre y la 

hermana sana resultaron heterocigotos GAC/GAT para tal cambio 

(Figura 6) . Cuatro de los individuos controles resultaron 

heterocigotos GAC/GAT y 6 fueron homocigotos GAC/GAC. Este cambio 

puntual fue confirmado al secuenciar en 3 ocasiones (en ambos 

sentidos) cada muestra. 

La secuenciación del exón 1 reveló que los 5 miembros de la 

familia presentaban la variante aLQ del receptor de LH. Los 10 

sujetos controles analizados también presentaron la variante aLQ del 

gen. 

El análisis de secuencia del resto de los exones del gen del 

receptor de LH no demostró alteracion alguna al ser comparada con la 

secuencia normal. 



* TGTGAAGATATIATG 
1 

Homocigoto Tl065T 
(paciente 1) 

* 

Figura 6 

* TG TGAAGACATIATG 

Homocigoto CI065C 
(paciente 2) 

* TGTGAAGATATIATG 

Homocigoto Tl065T 
(paciente 3) 

* 
TG TGAAGA~ATIATG TG TGAAGA e ATI ATG 

@ T 150 

Heterocigoto CI065T 
(Hermana sana) 

Heterocigoto CI065T 
(padre) 

Secuencia parcial del exón 11 del gen del receptor de LH. Las pacientes 1 y 3 
son homocigotas Trr en el nucleótido 1065 (*), mientras que la paciente 2 es 
homocigota CIC en esa posición. La hermana sana y el padre son heterocigotos 
crr. 
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DISCUSION 

En el presente trabajo se realizó el estudio molecular del gen 

del receptor de LH en 3 hermanas en quienes se había diagnosticado 

pseudohermafroditismo masculino secundario a hipop1asia de las 

células de Leydig (96). El estudió incluyó además una hermana sana y 

a su padre. 

La hipoplasia de las células de Leydig es un padecimiento con 

patrón hereditario autosómico recesivo; en algunos casos familiares 

descritos previamente se ha documentado consanguinidad. En esta 

familia no se logró identificar consanguinidad en por lo menos 3 

generaciones anteriores a la de los pacientes. 

La amplificación normal de los 11 exones en los sujetos 

afectados descartó la posibilidad de una deleción total o parcial 

del gen como causa de la enfermedad en esta familia. Las deleciones 

totales o parciales del gen del receptor de LH son extremadamente 

raras en pacientes con hipoplasia de células de Leydig ya que solo 

se ha descrito una deleción total del exón 8 (108) Y una 

microdeleción de 6 pares de bases en el exón 11 (114). Asimismo, la 

amplificación de los productos con los pesos moleculares esperados, 

descartó en esta familia la presencia de inserciones significativas 

como la descrita por Wu en un paciente con la enfermedad (111). 

La secuenciación de los 11 exones del gen del receptor de LH 

permitió reconocer la presencia de un cambio de base en el exón 11 

en 2 de las 3 pacientes estudiadas (afectadas #1 y #3). Este cambio 

consistió en la transición homocigota de ci tosina a timina en la 
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posición 1065, lo cual lleva a una substitución de un codón GAC a 

uno GAT (GAT/GAT). Sin embargo, ambos codones codifican para el 

mismo aminoácido, ácido aspártico en el residuo 355, por lo que este 

cambio corresponde a una mutación silenciosa o polimorfismo génico. 

En la tercera paciente (paciente #2) se identificó homocigosidad 

para el codón normal (GAC/GAC) mientras que el padre y la hermana 

sana resultaron heterocigotos GAC/GAT. Este cambio resultó en un 

polimorfismo 

homocigosidad 

informativo, ya 

para GAT (GAT/GAT) 

que 

en 

al 

el 

presentar 

codón 355 y 

2 pacientes 

la tercera 

paciente homocigosidad para GAC (GAC/GAC), se excluye que la 

enfermedad en esta familia se encuentre ligada al gen del receptor 

de LH. El hecho de que una de las pacientes presente un genotipo 

diferente (GAC/GAC) al de las otras dos hermanas afectadas 

(GAT/GAT), implica que los dos alelos del gen que recibió de sus 

padres son diferentes a aquellos que recibieron sus otras dos 

hermanas afectadas. Con base en estos hallazgos, se puede excluir de 

manera definitiva una mutación del gen del receptor de LH como 

causante de la enfermedad en estas pacientes. 

Recientemente se han identificado diversos polimorfismos en la 

secuencia codificante del gen del receptor de LH (126). Aunque tales 

polimorfismos no poseen relevancia en la función del receptor, son 

importantes para la identificación de la segregación familiar de los 

alelos del gen. El polimorfismo CI065T identificado en esta familia 

mexicana, ya habia sido descrito previamente en poblaciones 

caucásicas y asiáticas (126). Por otra parte, el polimorfismo G935A 
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observado en .una familia con hipoplasia de células de Leydig fue 

informativo para identificar la segregación de alelos en un caso de 

heterocigosidad compuesta (111). De esta manera, los polimorfismos 

informativos pueden utilizarse como una herramienta importante para 

identificar la segregación familiar del gen del receptor de LH y 

como ocurrió en nuestro estudio, excluir el ligamiento del gen a la 

enfermedad. Esta es la primera ocasión en que la presencia de un 

polimorfismo informativo excluye una mutación del gen del receptor 

de LH como responsable de la presencia de la hipoplasia de células 

de Leydig. Hasta la fecha se han descrito diversos casos de 

pseudohermafroditismo masculino secundario a alteraciones en la 

diferenciación de las células de Leydig (agenesia o hipoplasia), en 

los cuales se ha identificado mutaciones inactivantes en el gen del 

receptor de LH (105-114). Se ha comprobado que tales mutaciones 

provocan una alteración en la transducción de la señal de la LH en 

la célula de Leydig, lo que da como resultado una disminución de los 

ni veles intracelulares de AMPc y consecuentemente inhibición en la 

síntesis de testosterona. De manera alterna, la mutación puede 

ocasionar una expresión disminuida del receptor en la superficie 

celular con disminución en la síntesis andrógenica (111,114). La 

ausencia de mutación en el gen del receptor de LH en 3 hermanas con 

hipoplasia de las células de Leydig estudiadas en el presente 

trabajo, indica que este padecimiento es geneticamente heterogeneo. 

Recientemente se ha reportado que en algunas familias con esta 

enfermedad estudiadas por Chan y cols. (127) no se' ha logrado 
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identificar anomalias en el gen del receptor de LH, lo que sugiere 

que las mutaciones responsables podrian estar localizadas en 

regiones no codificantes del gen (promotores o intrones) o que 

mutaciones en otros genes pueden ocasionar un fenotipo semejante. En 

nuestro estudio sin embargo, dada la combinación de alelos del gen 

del receptor de LH observadas en las 3 pacientes, podemos excluir la 

presencia de alteraciones moleculares en regiones no codificantes de 

este gen. La hipoplasia de las células de Leydig ha sido observada 

también en varios suj etos con cariotipo 47, XXY (sindrome de 

Klinefelter) (128,129) y en un caso de anomalia estructural de 

cromosoma y (130), lo que apoya el concepto de heterogeneidad 

genética en la enfermedad. 

Por otra parte, en los 5 sujetos de la familia y en los 10 

controles se identificó la variante etLQ del receptor de LH. Con 

anterioridad esta variedad alélica, la cual carece de la inserción 

de 2 aminoácidos en el extremo amino de la proteína, fue 

identificada en 100% de los sujetos de una muestra de población 

japonesa (n=110) (90). Aunque nbestra muestra es pequeHa, la 

similitud observada en la variante del receptor entre la población 

japonesa y la población mexicana puede ser debida a fenómenos 

migratorios. 

El análisis de secuencia del resto de los exones del gen en los 

5 miembros de la familia estudiada en este trabajo, no demostró 

ninguna anormalidad lo que apoya, en esta familia en particular, la 

responsabilidad de otro gen en la etiología del padecimiento. 
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Recientemente, se identificó que la proteína ~ de unión al 

reforzador CCAAT (C/EBP~), la cual pertenece a la familia de 

factores de transcripción de regiones básicas/cierres de leucina, es 

indispensable para la diferenciación y función de la célula de 

Leydig. Se ha demostrado que las ratonas transgénicas deficientes 

para C/EBP~ presentan infertilidad secundaria a alteraciones de la 

función ovárica; este fenotipo ha sido atribuido a un defecto en la 

señal de LH en las células de la granulosa ovárica, lo que conduce a 

una regulación anormal del gen de la aromatasa P450 (131). Estas 

observaciones indican la existencia de otros componentes importantes 

en la via de señalización dependiente de LH, la cual conduce a la 

diferenciación y maduración normal de las células de Leydig. Las 

mutaciones en algunos de estos componentes podrían ocasionar también 

un fenotipo semej ante al observado en los casos de mutación del 

receptor de LH. 

En conclusión, nuestros datos aportan evidencia suficiente para 

excluir un defecto del gen del receptor de LH en esta familia con 

hipoplasia de células de Leydig y demuestran por primera vez la 

heterogeneidad genética del padecimiento. Asimísmo, podemos postular 

que la identificación de otros genes necesarios para la 

diferenciación y maduración de esta estirpe celular permitirá 

demostrar el defecto genético preciso que originó la enfermedad en 

esta familia y probablemente en otras en las cuales no se ha podido 

demostrar mutaciones en el gen del receptor de LH. 
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