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ABREVIATURAS

FDT: Factor determinante testicuiar.

ZFY: Gen que codifica para las proteinas de dedos de Zinc del cromosoma Y.
Kb: Kilobases.

SRY: Gen determinante del sexo del cromosoma Y humano.
aa: Aminoacidos.

HMG: Proteinas de alta movilidad.

Sry: Gen determinante del sexo del cromosoma Y murino.
pb: Pares de bases.

HIM: Hormona inhibidora de estructuras Mdlierianas.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

T: Testosterona.

DHT: Dihidrotestosterona.

DG: Disgenesia gonadal.

ST: Sindrome de Turner,

DGM: Disgenesia gonadal mixta.

MST: Mosaico de sindrome de Turner.

ddH,0O: Agua desionizada.

nt: Nucledtido.
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SUMMARY

Sexual differentiation involves a cascade of events initiated by the presence of the
SRY gene {testis determining genej. Mutations of SRY constitute the cause of XY sex
reversal in approximately 10-15% of females with gonadal dysgenesis. Most of these
mutations have been located in the HMG box of the gene, which is the region
responsible for DNA binding and bending; however, various mutations outside the HMG
box have been reported. Turner syndrome (TS} is one of the most common chromosomal
abnorrmalities in humans the presence of a Y chromosome or Y-derived material has
been documented in frequencies ranging from 4% to 61%. Mixed gonadal dysgenesis
(MGD} is a gonadal sex abnormality where generally a streak gonad and a testis are
observed.

We performed molecular studies of the SRY gene in 3 patients with TS with Y
chromosome or Y-derived material and in 10 patients with MGD. We demostrated a
missense mutation in the 5'-non HMG region of the SRY gene in 2 patients with TS with
mosaicism. This mutation induced a change from serine to asparagine {S18N). We
analyzed the DNA from the father and older brother of one of the patients with TS. In
both cases the SRY gene was normal, demonstrating that the mutation was "de novo".
This mutation was not identified in 75 normal males, making the possibility of
polymorphism very unlike, The other patient with TS as well as, the 10 patients with
MGD had a normal SRY sequence. The fact that this mutation has been reported in a
patient with 46,XY gonadal dysgenesis demostrates that a single genetic abnormality

can result in a wide range of phenotypic expression.



RESUMEN

La diferenciacién sexual masculina comprende una cascada de eventos iniciada
por la presencia y accién dei gen SRY (factor determinante testicular). Se ha descrito gque
del 10% al 15% de ios sujetos con disgenesia gonadal 46,XY presentan mutaciones en
e! gen SRY, las cuales interfieren con el desarrollo testicular. La mayoria de esas
mutaciones se localizan en la region que codifica para la caja HVIG, la cual corresponde
al dominio de unién de la proteina SRY al ADN; asimismo, se han informado mutaciones
fuera de la caja HMG. El sindrome de Turner es una de las alteraciones del sexo
cromosémico mas frecuentes y trabajos previos llevados a cabo en este tipo de
pacientes con diferentes cariotipos, han demostrado que def 4 al 61% presentan en su
genoma un cromosoma Y o material derivado del cromosoma Y. La disgenesia gonadal
mixta es una alteracion del sexo cromosdmico al sexo gonadal en la cual generalmente
se observan una estria gonadal y un testiculo contralateral con un fenotipo ambigo.

Se llevd a cabo el estudio molecular del gen SRY en 3 pacientes con mosaico de
sindrome de Turner con presencia de cromosoma Y normal ¢ anormal y en 10 pacientes
con diagndstico de disgenesia gonadal mixta. En dos pacientes con mosaico de sfndrome
de Turner se demostré la presencia de una mutacién en sentido erréneo en la region
aminoterminal del gen SRY fuera de la caja HMG, esta mutacién da lugar al cambio
S18N. La secuencia del gen SRY del padre y de un hermano de una de las pacientes
mosaico de sindrome de Turner no presentd alteraciones, lo que demostré que la
mutacién, en dicho caso, fue de novo. Esta mutacién no se identificé en ninguno de los
75 controles masculinos, lo cual hace poco probable que este cambio de base represente
un polimorfismo. No se encontraron mutaciones en el marco de lectura del gen SRY
en la otra paciente con mosaico de sindrome de Turner asi como en ninguno de los 10
pacientes con disgenesia gonadal mixta. El hecho de que esta mutacién se habia
reportado previamente en un sujeto con disgenesia gohada! parcial 46,XY sugiere que

una misma alteracién génica puede expresarse en fenotipos diferentes.



INTRODUCCION

DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL

]

La diferenciacién sexua! constituye uno de los fendmenos biolégicos de mayor
trascendencia y complejidad, el cual permite la perpetuaciéon de las especies éon
reproduccion sexual, El dimorfismo sexual es consecuencia de una serie de eventos gque
se presentan en las etapas mas tempranas de la vida, requiriéndose un alto grado de
precision en sus mecanismos de regulacion. Este se presenta en tres etapas sucesivas:
cromosomica, gonadal y fenotipica. La diferenciacidn cromosdmica se inicia con la
fertilizacion, al momentoe en gue un espermatozoide que posee un cromoscma X ¢ Un
cromosoma Y fertiliza a un 6vulo que aporta un cromosoma X. De esta forma, se
establece el dimorfismo sexual que caracteriza a los mamiferos, en los cuales la hembra
presenta un complemento cromosdmico sexual XX y el macho XY; los eventos
posteriores en la diferenciacién sexual, dependerdn de la presencia de factores
determinantes de masculinizacién (1). La presencia del cromosoma Y es necesaria para la
diferenciacion testicular de fa gdénada primitiva, independientemente del nimero de
cromosomas X presentes en el genoma (2,3}.

En el humano, el dimorfismo sexual gonadal se inicia en la sexta semana de la
vida intrauterina (4,5). Desde el punto de vista embrioldgico, la gdnada primitiva se
forma por dos tipos de células: las células somaticas de origen mesodérmico y las células

germinales primordiales (6). La génada primitiva se transformaréd en testiculo si estd



presente y actla el factor determinante testicular (FDT) localizado en el cromosoma Y;
de no existir éste, la génada primitiva se diferenciaréd hacia ovario (7,8).

Han transcurrido mas de 30 afos desde que por primera vez se traté de
caracterizar al FDT. A lo largo de este lapso de tiempo se han postulado diversas
secuencias y genes que supuestamente correspondian al FDT. Entre ellos se encuentran
el antigeno H-Y (9,10), las secuencias Bkm ("Bandad Krait minor”) (11) y el gen ZFY
{gen que codifica para las proteinas de los dedos de Zinc del cromosoma Y) (12). Por
mas de 10 afos se considerd al antigeno H-Y como el FDT; sin embargo, el hallazgo de
ratonags XX con testiculos y antigeno H-Y negativo llevé a rechazar dicha hipétesis
(13,14). Las secuencias Bkm que se encontraban conservadas en el genoma de diversos
vertebrados, no se localizaban en la regidn sexo especifica en el hombre, motivo por el
cual fueron también descartadas como el FDT {11). En 1887 Page y cols. {12) analizaron
las secuencias del ADN de una subregidn del intervalo 1 {1AZ2) de la regién determinante
del sexo del cromosoma Y, las cuales se encontraron presentes en un varén XX y
ausentes en una mujer XY con translocacién Y;22, identificdndose entonces al gen ZFY,
el cual codificaba una proteina con 13 motivos de "dedos de Zn". Este dominio de unidn
al ADN era similar a aquelios informados en los factores de transcripcion; asimismo, se
observd que este gen se encontraba conservado en los mamiferos euterios. Con base en
los datos anteriores, se propuso al ZFY como el FDT. Evidencias posteriores como
fueron: la presencia de un gen homdélogo en el cromosoma X {(ZFX) que escapaba a la
inactivacion (15); que ZFY en los mamiferos metaterios se encontraba en los autosomas

{16); el hallazgo de la expresion de los genes Zfy-1 y Zfy-2 (homdélogos murinos de ZFY)



en células germinales, normalmente no relacionadas con la diferenciacion testicular {17)
y la presencia en tres varones XX y en un hermafrodita verdadero 46,XX de un
fragmento del cromosoma Y de G0 kilobases (Kb} gque no inciuia al ZFY (18,139),
demaostraron gue tampoco ZFY era el FDT.

En 1990 Sinclair y cols. (7) identificaron finamente al gen que induce la
diferenciacidn de la génada primitiva en testiculo, denomindndosele gen determinante del
sexo del cromosoma Y (SRY). Para ello, se utilizaron diversas sondas generadas de una
regién cromosémica, compuesta por 35 kb de ADN, adyacente a Ia region
pseudoautosémica. Los resultados demostraron una banda de 2.1 kb sexo-especifica que
se encontraba conservada en todas las especies animales estudiadas. La secuencia
nucleotidica del fragmento de 2.1 kb revelé dos marcos de lectura, con direccién de
transcripcion de 5' a 3', de centrémero a telémero, la cual codificaba dos proteinas una
de 99 y otra de 223 aminodcidos (aa) respectivamente. El marco de lectura de 99 aa no
indicé la existencia de homologfa con ninguna protelna; sin embargo, si se encontré
homologia del polipéptido mayor con la proteina Mc codificada por el gen mat-3M de
Schizosaccharomyces pombe, al igual que con un motivo conservado con capacidad de
union al ADN, presente en protefnas no histénicas de las familias HMG1 y HMG2 (grupo
de alta movilidad); a este motivo de unién al ADN conservado se le denominé caja o
dominioc HMG. Por medio del uso de la sonda pY53.3, se cloné y se describid el
homdlogo murino de SRY, denomindndosele Sry. Este gen estd constituido por 237

pares de bases (pb} y un marco de lectura para una proteina con un dominio HMG (20),



El gen SRY presenta una estructura muy sencilla, esta formado por un séio exdn y
no tiene intrones. El transcrito del SRY es de 1.1 kb y la regién traducida esté constituida
por una proteina de 204 aa con un peso molecular de 23.9 kilodaltones que se localiza
en el nicleo (Figura 1). La localizacién nuclear depende de la integridad de sefiales
especificas de la caja HMIG por lo cual esta caja es una parte fundamental de la proteina
SRY (21-23).

La unidad transcripcional del gen SRY se encuentra precedida por dos pequefias
zonas ricas en G-C que cubren parte de fa regidén 5' no traducida. Dentro de estas zonas
se han identificado diversos sitios de unién a factores de transcripcion {como el Sp1 vy
otros) ademéas de secuencias que incrementan la transcripcidn. Por otro lado, no se han
identificado secuencias consenso TATA o CCAAT "corriente arriba" del sitio de inicio de
la transcripcidn; sin embargo, si se han observado secuencias parciales homdlogas a las
cajas TATA, CATA, GATA y TACA. Asimismo, se han identificado tanto en la regién &'
coma en la 3' no traducida la presencia de segmentos ricos en A-T (Figura 1} (21).

La estructura tridimensional del complejo de unién de la caja HMG al ADN sugiere
que la interaccidén de esta protefna es exclusivamente con el surco menor de la hélice de
ADN, Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la caja HMG de la proteina SRY se
une especificamente a la secuencia AACAAAG, e induce el doblamiento del ADN en un
angulo de 70° {24-28). Esta propiedad de alterar significativamente la estructura del
ADN, sugiere que dicha proteina participa en la arquitectura de la diferenciacion
testicular, al promover la interaccién proteina-proteina y/o en la unién de complejos de

proteinas de alto orden con el ADN a través del desdoblamiento del mismo (29-31).



El dominio de unién de la proteina SRY al ADN reconoce de manera especifica y
con gran afinidad a los elementos promotores de los genes de la hormona inhibidora de
las estructuras Miilerianas (HIM)} y de la aromatasa P450, lo que sugiere que la proteina
SRY controla el desarrofio masculino a través de la regulacion de genes blanco (32,33).

Aln no se ha podido establecer el momento preciso en el que las estirpes
celulares gonadales se diferencian para el desarrolic femenino © masculino, Se ha
sugerido que la determinacion testicular coincide con ia expresion del SRY (34) y esta
expresion se observa principalmente en la cresta genitai durante el periodo que
corresponde al inicio de la formacién del testiculo, es decir en la sexta semana de edad
gestacional en el humano y entre los dias 10.5 y 12.5 poscoito en el ratén {35-37}. En la
actualidad los estudios sobre los transcritos de SRY son escasos y han aportado poca
informacion debido a las limitantes para realizarlos (38). Estudios llevados a cabo en
embriones humanos y murinos previos a la implantacién, muestran que la transcripcion
del SRY y del Sry se presenta en el estado de blastocisto (38,39). Tampoco se ha
esclarecido el momento en que finaliza la determinacion sexual, pero se ha demostrado
que los transcritos del Sry va no son detectados por la técnica de RT-PCR en el RNA
gonadal a los 13.5 dias poscoito {35}, aunque se desconoce con precisién hasta cuando
persiste la expresion de la proteina Sry (34). Todos los estudios dé expresién de este gen
en el raton y en el humano han sido llevados a cabo a nivel de la transcripcién y no de la
traduccion, debido a que la proteina sintetizada se encuentra en concentraciones bajas

para poder ser detectada por anticuerpos especificos (40).



Existen diversas evidencias en ia literatura que confirman que el gen SRY es el
FDT; algunas de éstas son las siguientes: 1) estd localizado en Yp, adyacente a la regién
pseudoautosémica y es capaz de inducir la diferenciacion testicular en el ratdén (7) v,
como ha sido confirmado por nuestro grupo de trabajo, en el hombre (8); 2} algunas
disgenesias gonadales puras XY (padecimiento en el cual los testiculos se encuentran
sustituidos por estrias gonadales) presentan mutaciones en el gen SRY {Tabla 1) {(41-66),
estas mutaciones condicionan que la proteina del SRY presente un defecto en la unién al
ADN vy/o una alteracién en el doblamiento del mismo (27,55,67-70); 3) en el ratén, la
expresion del gen Sry se correlaciona con el inicio de la determinacién testicular (35); 4)
la insercidén de un fragmento de ADN de 14 kb, que incluye al gen Sry del cromosoma Y
a ratones transgénicos XX, puede inducir la diferencién testicular (36) y 5) éste es un
gen evolutivamente conservado en el cromosoma Y de mamiferos metaterios y euterios
(7,71).

A pesar de gue la evidencia a favor del SRY como el factor determinante testicular
es solida, la observacidn de que algunas alteraciones de la diferenciacién sexual no estan
ligadas al cromosoma Y, ha llevado a suponer que otros genes, autosémicos vy/o ligados
al cromosoma X, participan en la gonadogénesis (72). Los fragmentos autosémicos,
previamente mencionados detectados por la sonda pY53.3, {7) han sido identificados
como genes autosomicos figados al cromosoma X relacionados con SRY. A la familia de
genes que presentan la caja HMG con una homologfa mayor al 60% con la caja HMG del
SRY, se les ha denominado genes SOX (genes relacionados con la caja HMG del SRY)

{73,74). Estos genes se encuentran muy conservados y han sido descritos en diversos



vertebrados. La relacién entre el gen SRY vy los genes SOX ha suscitado un gran interés
desde el punto de vista del origen y la evolucién del gen SRY en los mamiferos {75).

Existen algunas alteraciones de la diferenciacion sexual en las cuales se ha
observado desarrollo testicular en ausencia del SRY, como son los varones XX vy
hermafroditas verdaderos 46,XX. Con base en lo anterior, se ha propuesto la existencia
de numerosos genes que intervienen en el desarrollo gonadal constituyéndose como
componentes de una cascada génica responsable de los programas de morfogénesis y
diferenciacién gonadal {34,72,76-85) (Figura 2).

En ausencia del gen determinante del testiculo, el primordio gonadal posee una
tendencia inherente a desarrollarse como ovario siempre y cuando existan células
germinales, continudndose con la proliferacion del epitelio celémico y el desarrolio de las
células germinales que se transforman en ovogonias. En el caso de que no existan
células germinales se formardn estrias fibrosas incapaces de producir hormonas sexuales
femeninas durante la pubertad {86-88).

En la novena semana de edad gestacional el rete ovarii se origina de los tubulos
mesonéfricos hiliares y se infiltra en la génada como un sincicio de tdbulos y cordones.
Entre la décima primera y la décima segunda semana de edad gestacional (etapa de 80
mm), se lleva a cabo la transicién de las ovogonias hacia ovocitos primarios {(primera
profase meidtica) y marca el comienzo de la diferenciacion ovérica. Las ovogonias que se
encuentran en la parte central del ovaric se ponen en contacto con el rete ovarii y entran
en meiosis. Entre la vigésima y vigésima quinta semana de edad gestacional se alcanza

tanto el pico de formacion de los foliculos primarios como el de la concentracién



plasmética de la hormona estimulante del foliculo {FSH) hipofisiaria fetal, asimismo, en
este periodo la génada ya presenta las caracteristicas morfoldgicas del ovario. Una vez
que se ha alcanzado el ndmero méximo de células germinales {de € a 7 millones), se
inicia la disminucién de las mismas hasta alcanzar aproximadamente 2 miliones {88). En
la séptima semana de edad gestacional la ovogonia entra en meiosis, deteniéndose en la
etapa de dictioteno hasta la pubertad, momento en el cual la accion de la FSH en el
foliculo induce la progresién de la meiosis (88,89).

La formacién de los fenotipos masculino o femenino estd determinada por la
accién de las hormonas sintetizadas por cada goénada especifica. El mecanismo que
induce este dimorfismo en los mamiferos fue descrito originalmente por Jost (90,91])
quien demostrd, que al diferenciarse la génada primitiva a testiculo su produccidn
hormonal induce el desarrolic del fenotipo masculino; en cambio, si la diferenciacion
gonadal se da hacia ovario, el fenctipo, aparentemente de manera pasiva, serd femenino.
La ausencia temprana de gdnadas fetales también induce un fenotipo femenino, lo cual
apoya el concepto de inactividad endécrina del ovario fetal {88). Los genitales externos
se desarrollan a partir de un primordio comin {tubérculo genital, pliegues genitales y
engrosamientos labioescrotales) (92).

Las estructuras primordiales del tracto genital que dan origen a los genitales
internos, incluyen dos sistemas de conductos que se encuentran presentes en todos los
embriones: los conductos Wolffianos (mesonéfricos) y fos conductos Mdllerianos

{paramesonéfricos) (92),



El desarrolioc del fenotipo masculino estd determinado por el efecto de tres
hormonas fetales sobre los primordios genitales. La primera de ellas, secretada por las
células de Sertoli del testiculo, es la HIM que se encarga de inducir la involucion de los
conductos Mdillerianos, proceso que se observa entre la sexta y la octava semana de la
gestacién y concluye en la décima primera con la desaparicion de estas estructuras (88).
Inmediatamente después de iniciada la sintesis de la HIM las células intersticiales del
testiculo fetal se citodiferencian en células de Leydig. Estas serviran como sustrato
anatdmico para la sintesis y secrecién de testosterona {T), que es la segunda hormona
fetal. El efecto virilizante de la T se ejerce sobre los conductos Wolffianos que se
diferencian a epididimo, vas deferens, vesiculas seminales y conducto eyaculador. La
biosintesis de novo de testosterona en el testiculo fetal se lleva a cabo a partir del
colesterol teniendo como sustrato al acetato o a las lipoproteinas de baja densidad del
plasma por un mecanismo de endocitosis mediado por el receptor (93,94). La sintesis de
T a partir de colesterol requiere de la presencia de diversos sistemas enzimaticos
diferentes, que poseen regulacién geénica autosémica independiente. La actividad
enddcrina de la célula de Leydig en etapas tan tempranas de la gestacién, representa una
excepcion en fa economfa fetal ya que el feto posee medidas de proteccién, las cuales no
permiten la sintesis de hormonas esteroides activas que podrian poner en peligro su
homeostasis (95).

La T es el precursor de la tercera hormona fetal virilizante, la dihidrotestosterona

(DHT). Esta, se forma en la célula blanco por la accidén de la ba-reductasa extragonadal y



es la mediadora intracelular de la gran mayorfa de las acciones de los androgenos. Dicha
hormona, es la Gnica responsable del desarrollo de los genitales externos masculinos vy
de la préstata durante la embriogénesis (96-98) (Figura 2).

La T se une a dos proteinas: a la globulina transportadora de testosterona (SHBG}
vy a la alblmina {99). El paso de la T libre hacia las células no es dependiente de energia
vy probablemente esta dado por un fenémeno de difusion pasiva {100). Tanto la T como
la DHT se unen, con la misma afinidad, a las proteinas receptoras. El complejo
andrégeno-receptor sufre una reaccién de transformacion que promueve Su unién al
ADN. El complejo testosterona-receptor es el responsable de la virilizacion de los
conductos Wolffianos en la gestacidon (96-38}.

Durante la embriogénesis, el ovario no secreta HIM ni T. La ausencia de estas dos
hormonas ocasiona la persistencia de los conductos Millerianos y la regresion de los

conductos Wolffianos {88).

ALTERACIONES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Las alteraciones en cualquier estadio de la diferenciacién sexual, durante la
embriogénesis, conducen a la presencia de malformaciones en el desarrollo sexual. Estas
pueden ser clasificadas de acuerdo con la etapa de desarrollo en la que se presenten;
ésto es, en errores cromosomicos, errores del sexo gonadal o errores en el sexo
fenotipico. {88,101-103). Las disgenesias gonadales (DG), el hermafroditismo verdadero

v el sindrome de varén XX se encuentran clasificadas dentro de las alteraciones en la
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traduccion del sexo cromosémico al sexo gonadal. En estas alteraciones no se ha podido
dilucidar con precisién, en un gran porcentaje de ellas, las causas que las determinan
(104-107).

Las disgenesias gonadales abarcan a un grupo heterogéneo de enfermedades con
diversas anormalidades cromosémicas, gonadales y fenotipicas. Para su estudio, han
sido divididas en varios grupos: sindrome de Turner {ST), disgenesias gonadales mixtas
(OGM) v las disgenesias gonadales 46,XX y 46,XY (88).

La OG 46,XY puede ser completa {pura} o parcial. Los sujetos con DG completa
se caracterizan por presentar un fenotipo femenino y estrias gonadales bilaterales;
mientras que en la forma parcial, el fenotipo depende tanto del momento especifico de la
gestacién en la cual se produce el dafio gonadal, como del grado de afeccidn existente
en cada uno de los compartimientos testic'ulares (108-112). Una explicacién plausible
para la génesis de la DG seria la presencia de mutaciones en el gen SRY que interfieren
con el desarrollo testicular (68,112). Sin embargo, sélo del 10% al 15% de los sujetos
con DG 46,XY presentan mutaciones en este gen, las cuales pueden ser en sentido
erréneo, sin sentido, cambios en el marco de lectura y deleciones (68). La gran mayoria
de esas mutaciones se localizan en la regién del gen que codifica para la caja HMG, el
cual corresponde al dominio de unién de la proteina SRY al ADN (45,47-52,55-57,60-
63,66); sin embargo, en un reducido nimero de casos de pacientes tanto con DG
completa como parcial (46,53,58,59,64,65), asf como también en una mujer 48,XY con
funcién ovérica parcial (113) y en una mujer con mosaicismo 45,X/47,XYY (114}, se han

descrito mutaciones fuera de la caja HMG. De igual forma, se han reportado mutaciones
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heredadas en el gen SRY por mosaicismo paterno (56) y otras en las que el padre es
portador con fenotipo normal vy fertilidad conservada, pero transmite la mutacion a su
descendencia XY {45,115). Con base en los datos existentes se ha sugerido que la
actividad de la proteina requiere un umbral para su funcién normal, asi como que otros
determinantes genéticos que interaccionan con SRY permiten 0 no la expresién de la

mutacion (68,116,117},

SINDROME DE TURNER

El fenotipo atribuible a la monosomia del cromosoma X o a sus variantes fue
descrita por primera vez en 1930 por Ullrich {118). Posteriormente, Turner (118)
describié 7 pacientes con fenotipo femenino, infantilismo sexual, talla baja, cuello alado vy
cubitus valgus. La primera evidencia del fundamento cromosémico del sindrome de
Turner fue el hallazgo de Polani y cols. {120) de que estas pacientes no presentaban
cromatina X. Posteriormente, Ford y cols. (121} informaron que la constitucion
cromosomica en una paciente de 14 afios con ST era 45,X.

Diversos estudios realizados en linfocitos de sangre periférica han demostrado gue
del 40 al 60% de las pacientes con ST son monosdmicas para el cromosoma X, mientras
que el resto de las pacientes tienen un cromosoma X o Y estructuralmente anormal, o
son mosaicos con una segunda linea celular que contiene un cromosoma sexual normal o
anormal {122). Con el mejoramiento de las técnicas citogenéticas y la aplicacién de la

biologia molecular, se observé la presencia de una aita frecuencia de mosaicismo
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{66.7%) debido a la existencia de marcadores cromosémicos (18.4%} (123). Los
estudios recientes llevados a cabo en pacientes con ST con diferentes cariotipos {45,X,
mosaicos y pacientes con marcadores cromosémicos) demostraron que del 4 al 61%
presentan cromosoma Y o material derivado del cromosoma Y en su genoma {124-129).
Con base en lo anterior, podemaos definir al sindrome de Turner como aquella entidad
patolégica en la cual se observa la presencia de una linea celular 45,X (exclusivamente o
en conjunto con otras lineas celulares) y dos estrias gonadales; aunque en ocasiones se
ha observado la presencia de tejido ovarico funcional.

Se ha estimado que 99% de los embarazos 45,X se abortan espontaneamente,
por lo que se calcula que del 5 al 10% de los abortos esponténeos y del 1 al 2% de los
embarazos corresponden a monosomias del X (129,130}, Un estudio de abortos
esponténeos, reveld mediante andlisis citogenético, una incidencia de mosaicos de 1%;
dicha incidencia aumentod al 6.3% al llevar a cabo estudios de hibridacién del ADN (131).
El estudio citogenético vy molecular en linfocitos y fibroblatos de 87 pacientes con ST
demostré que 66.7% eran mosaicos, 20.7% eran 45,X yv 12.6% tenian aberraciones
estructurales (123}, Estos datos han llevado a sugerir que el mosaicismo ejerce un efecto
fetoprotector y que los casos 45,X que sobreviven a la vida embrionaria y fetal
corresponden a mosaicos cripticos con pérdida gradual de la segunda linea cromosémica
{125,130).

Actualmente, se han descrito muchas otras anormalidades somaticas ademas de
las observadas por Turner. Entre ellas estdn: baja viabilidad in ttero, linfedera congénito

en manos y pies, implantacién baja del cabello, implantacién baja de pabeliones
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auriculares, paladar alto y arqueado, multiples nevos pigmentados, clinodactilia del guinto
dedo, cuarto metacarpiano corto, coartacién de la aorta y anormalidades renales
(132,133).

Con respecto al proceso de degeneracién gonadal, las pacientes con ST presentan
in ttero proliferacion mitética de las oogonias; sin embargo, los oocitos sufren una
degeneracion acelerada durante la primera meiosis, lo que lleva a la pérdida de todos los
oocitos en la infancia tardia. Al parecer esta pérdida es un proceso progresivo, ya que se
han observado en embriones femeninos con ST células germinales primordiales, no es
sino hasta después del tercer mes que se observa un incremento en el tejido conectivo
del estroma. Este proceso de degeneracién gonadal es variable, dado que en algunas
pacientes con cariotipo 45,X se han llegado a observar foliculos primordiales con la
consecuente presencia de ovulacion y menstruacion a partir de la pubertad. Ahora bien,
en los casos en los que se observa este proceso, pudiesen tratarse en realidad de
mMosaicos ocultos de esta entidad (133).

La deteccion del cromosoma Y o material derivado del cromosoma Y en pacientes
con ST, se ha correlacionado con un riesgo del 10 al 20% de desarrollar gonadoblastoma

o disgerminoma en las estrias gonadales (134).

DISGENESIA GONADAL MIXTA

La DGM es un estado intersexual que Sohval en 1963 (1356}, Davidoff y Federman

en 1973 (136) y Zah y cols. en 1975 (137) clasificaron con base en las caracterfsticas

14



gonadales: testiculo de un lado y la existencia de una estria contralateral. Asimismo, la
presencia de un testiculo con un tumor contralateral {generalmente gonadoblastoma), un
testiculo con ausencia gonadal contralateral o incluso un ovario con una estria
contralateral han sido clasificadas como variantes de esta entidad patoldgica (138). En la
mayoria de los sujetos afectados, se encuentra un mosaico en &l complemento
cromosdmico {generalmente 45,X/46,XY}, aungue en diversos casos se ha identificado
solamente una linea celular a pesar de haber investigado el mosaico en 5 0 més tejidos
(139). La presencia de un complemento cromosémico determinado, no condiciona
siempre la presencia de un mismo tipo de génada. Originalmente, se propuso que la
DGM tenia su origen en el mosaico cromosdmico existente; ésto es, al haber dos ineas
celulares diferentes se originarfan dos génadas diferentes (generalmente una estria por la
presencia de una linea celular 45,X y un testiculo por la presencia de una linea celular
46,XY) (138). Sin embargo, se ha observado que en la mayoria de los casos ambas
lineas celulares se encuentran presentes en ambas gonadas; es por ello que se sugirié
que la proporcién de cada linea celular determinaria la génada presente (140). Esto
dltimo tampoco constituye una regla, ya que en algunos pacientes estudiados por
nuestro grupo de trabajo {139), podemos apreciar, que individuos que habfan formado
estria y testiculo tenfan solamente una linea 46,XY en ambas génadas; individuos que
formaron un testiculo normal, tenfan en dicha gdénada, un complemento cromosomico
45,X/46,XY vy sujetos que desarroliaron un testiculo a pesar de que solamente existia
una linea celular 45,X en esa génada. Estos hallazgos también han sido reportados por

otros grupos de investigadores (141-143).
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En Jos casos de DGM, la ambigledad de los genitales externos es
extremadamente variable y los fenotipos ampliamente heterogéneos. Ademds de la
ambigtiedad genital, estos pacientes presentan estigmas turnerianos y ocasionalmente
anomalias cardiovasculares y renales asociadas. En todos los casos existe presencia de
derivados Mullerianos y el sexo de asignacién variard de acuerdo a las condiciones
particulares de los genitales externos de cada caso (139). Al igual que en los pacientes
con ST con cromosoma Y ¢ material derivado del cromosoma Y los sujetos con DGM

presentan una alta frecuencia de gonadoblastomas y disgerminomas {134,144-146).
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TABLA 1

MUTACIONES EN EL GEN SRY EN PACIENTES
CON DISGENESIA GONADAL 46,XY

CODON NUCLEOTIDO BASE AMINOAC!DO__‘ REFERENCIA

; i g4 C—->T7T Gin —» CTP 113
i T4 12 TSA Tyr = CTP 62
o P 12 DELECION T Tyr > CTP 114
f'_ 18 53 G- A Ser —> Ans 64
- 60 178 G~C Val > Leu 41
B2 184 C>G Arg — Gly 49
64 192 G- A Met — lle 41

L 68 203 TS5C lle — Thr T

b 70 209 G- A Trp = CTP 43
o 74 220 CoT Glu > CTP 49
? 75 224-225 GG AT Arg = Asn 60
f 78 233 T->»C Met -> Thr 49
E 86 256 Co>T Arg —> CTP 63
1 80 270 C->G lle - Met 44
/ 91 271 A>G Ser - Gly 56
i,w 92 274 A>T Lys —» CTP 48
- 93 277 CoT Gln — CTP 47
.? 95 283 G-C Gly — Arg 43
P 97 289 CoT Gln > CTP 57
’ 106 317 AT Lys — lle 44
107 L 320 G—+A Trp — CTP 51
- 108 324 CCA — CC CML 44
109 326 T>C Phe — Ser 45
- 113 337 G- A Ala -> Thr 50
121-122 363-366 DELECION AGAG CML 42
) 125 374 C»T Pro —> Leu 56
o 127 380 A->G Try = Cys 52
. 127 381 TS A Tyr — CTP 48

133 397 CoT Arg — Trp 49,62
163 488 T A Leu — CTP 53

CTP= Coddn de terminacién prematura.

CML= Cambio en el marco de lectura.

Los codones son numerados con respecto al primer ATG del marco de lectura del gen

SRY.
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OBJETIVOS

Estudiar la secuencia del gen SRY en sangre periférica y en génadas de pacientes
con diagndéstico comprobado de mosaico de sindrome de Turner (MST) con cromosoma

Y normal 0 anormal ¢ con diagnéstico de disgenesia gonadal mixta.

Comparar la secuencia del gen SRY en sangre periférica, con la secuencia de

dicho gen de ambas gdnadas en los pacientes anteriormente citados.

HIPOTESIS

En los pacientes con diagndstico de mosaico de sindrome de Turner con
cromosoma Y normal o anormal o con diagndstico de disgenesia gonadal mixta, existen
alteraciones en la secuencia del gen SRY que estédn involucradas en la génesis de dichas

patologias.
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SUJETOS

Los pacientes que se incluyeron en este estudio [2 con diagndstico de MST con
cromosoma Y normal {(MST2 y MST3) vy una con cromosoma Y anormal (MST1) y 10
con DGM] fueron de origen étnico mestizo mexicano y pertenecian a familias diferentes.
Las caracteristicas clinicas individuales de cada uno de los pacientes se pueden observar
en las tablas 2 y 3. En los tres sujetos con MST al igual que en cinco de los sujetos con
DGM, el sexo de asignacion fue femenino, mientras gue en los otros cinco sujetos con
DGM el sexo de asignacién fue masculino. Al examen fisico, todos los individuos
estudiados presentaron talla por debajo de la percentila 3 para varones y mujeres
normales de la edad, ademas de diversos estigmas de Turner.

El estudio histolégico llevado a cabo en las tres pacientes con MST demostré la
presencia de estrias bilaterales. Con respecto a los 10 pacientes con DGM, en 7 de elios
se documentd la presencia de estria unilateral con testiculo contralateral, en 2 se observé
una estria unilateral con gonadoblastoma contralateral y un paciente presentd estria
unilateral con gonadoblastoma en testiculo contralateral.

En [a tabla 4 se pueden observar los cariotipos de sangre periférica y en génadas
de las tres pacientes con MST. El cariotipo en sangre periférica de la paciente 1 fue
46,X+ mar (2 de 500 células estudiadas), mientras que en las otras dos pacientes el
complemento cromosémico fue 45,X/46,XY. El andlisis cromosémico en génadas sélo se
pudo llevar a cabo en las pacientes MST1 y MST3. En la paciente MST1 el cariotipo fue

45,X (en el 100% de las metafases estudiadas) mientras que en la paciente 3 se observé
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el mismo cariotipo que el encontrado en sangre periférica. En lo gue respecta al andiisis
citogenético lievado a cabo en sangre periférica en los pacientes con DGM se puede
observar que 8 de los 10 pacientes presentaron dos lineas celulares {45,X/46,XY),
mientras que en los pacientes 6 y 8 se documentd una sola linea celular (46,XY y 45,X
respectivamente). Solamente en 7 de los individuos con DGM se pudo llevar a cabo el
cariotipo en génadas; en cinco de ellos, se observo que el cariotipo en génadas fue igual
al encontrado en sangre periférica (sujetos 1,4,8,7,10}; sin embargo, en dos pacientes (3
y 9} en los que se habia documentado la presencia de dos lineas celulares en sangre
periférica, en las gbnadas s6lo se pudo identificar una linea celutar 45,X en el 100% de

las metafases estudiadas {Tabla 5).

METODOS

Extraccion de ADN de sangre periférica

Se extrajo una muestra de 10 ml de sangre periférica con el fin de obtener el ADN
gendmico siguiéndose la metodologia descrita por John y cols. (147). La sangre se
depositd en tubos de 50 ml que contenian 200 W de etilen diamino tetra acetato disédico
(EDTA) 0.5M, pH 8, como anticoagulante. Las muestras fueron colocadas en hielo
agregandose 25 mi de sacarosa-tritdn 2X (Sacarosa 0.64M, Trizma-base 0.02M, MgCl,
0.01M vy Tritén 100X al 2%) y 15 ml de agua desionizada (ddH,0)}. Los leucocitos se
separaron por centrifugacién (240 g/15 min) y se decantd el sobrenadante hasta que se

obtuvo un botdn nuclear. Para lisar los leucocitos se ahadieron 3 mi de amortiguador de
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lisis nuclear, pH 8.2, (Trizma-base 10 mM, NaCl 400 mM y Na,EDTA 2mM), 108 ul de
sulfato dodecilico sédico (SDS) al 20% y 100 pl de Proteinasa K [20 mg/ml]. Se dejd
incubar por 14 hrs a 37°C, adicionandose después de dicho lapso 1 ml de NaCl saturado
y centrifugandose a 240 g/15 min. El sobrenadante fue transferido a tubos de 15 ml y el
ADN se precipité con dos volimenes de etano!l absoluto y se agitd por inversion.
Posteriormente, el ADN se lavé en etano! frio al 70%, se secd a temperatura ambiente,
fue resuspendido en 200 w de ddH,0 y almacenado a -20° C para su analisis posterior
(Figura 3).

En todos los sujetos estudiados, se determiné fa concentracion de ADN por
espectrofotometria, y se leyd a longitudes de onda de 260 y 280 nm. Por medic de la
lectura en la longitud de onda a 260 nm se determind la concentracién de ADN, mientras
que la relacion 260/280 nos indicé la pureza del mismo. La concentracién total de ADN
se obtuvo al multiplicar la cantidad obtenida a la longitud de onda de 260 por una
constante preestablecida, de acuerdo con la dilucién que se utilizo:

concentracién de ADN (pg/ul) = (D.O.de 260nm) {ditucién} (50u1g de ADN)
en donde 50 ug de ADN= 1 D.0.{260 nm)
Para conaocer la calidad de la muestra se lievd a cabo una electroforesis en gel de

agarosa al 1.2%,
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Extracciéon de ADN gendmico a partir de gbnadas frescas

En aquellos pacientes en los cuales las gonadas fueron extirpadas durante el lapso
de desarrollo de este trabajo, se lievé a cabo la extraccién de ADN de dichas gonadas
siguiéndose la metodologia previamente descrita (148). El tejido se congel6 con
nitrégeno liquido y se triturd inmediatamente. Una vez realizado ésto, se agregaron 500
ul de un amortiguador de digestién (NaCl 1M, Tris-Ci 0.01M, pH8, EDTA 0.02M, pHE y
SDS al 0.5%) v 5 ul de Proteinasa K [20 mg/ml] {para romper la membrana de los tejidos
y para lograr una adecuada;i degradacién de las proteinas), incubdndose por 24 hrs a 50°
C. Posteriormente, se extrajo el ADN con 250 pl de fenol y 250 pl de cloroformo:alcohot
isoamilico (24:1). Se centrifugd a 6,500 g/15 min a 0° C, se transfirié el sobrenadante a
tubos de 1.5 mi y se anadieron 500 pl de cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1). Dicho
sobrenadante se centrifugd nuevamente a 6,500 g/15 min a 0°C vy fue transferido a
tubos de 1.5 ml. El ADN se obtuvo precipitdndolo con 2.5 voldmenes de etano! absoluto
frio v se almacend a -20°C por 24 hrs. Posteriormente, se centrifugd a 6,500 g/30 min a
0°C decantdndose el etanol y se dejé secar a temperatura ambiente para finalmente
resuspenderse en 10 pl de ddH,0. Ef ADN obtenido se almacend a -20° C para su
analisis posterior {Figura 4},

La concentracion de ADN fue determinada por espectrofotometria; para conocer la

calidad de la muestra se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.
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Extraccion de ADN a partir de bloques de génadas previamente incluidas en parafina

En aquellos casos en los cuales las génadas habfan sido previamente extirpadas,
se extrajo el ADN a partir del tejido fijado en parafina siguiéndose la técnica de Cooper y
cols. con algunas modificaciones (149). Para ello, fue necesario cortar los tejidos en
piezas de 10 pm, depositdndose 3 cortes en tubos de 1.5 ml y habiéndose
desparafinizado los mismos con 1.0 ml de xileno ultrapuro. Dichos tubos fueron
centrifugados a 9,000 g/15 min a temperatura ambiente. El xileno fue decantado y se
repitio el paso anterior. Para eliminar el xileno, se lavaron las piezas de los tejidos con 1.0
ml| de etanol absoluto frio centrifugédndose dichas piezas a 9,000 g/15 min a temperatura
ambiente, decantandose el etanol y se repitid el paso anterior. Para la ruptura de la
membrana de los tejidos y la deproteinizacién, se agregaron 200 pl de amortiguador de
digestion (NaCl 1M, Tris-Cl 0.01M, pH8, EDTA 0.02M, pH8 y SDS al 0.5%), 20 ul de
SDS al 10% y 7.5 il de Proteinasa K [20 mg/ml]. El tejido se incubd durante 24 hrs a
48° C. Posteriormente, se incubd a 97° C (10 min) para inactivar la Proteinasa K y se
dejo enfriar a temperatura ambiente. Se extrajo el ADN con 140 pl de fenol v 140 ul de
cloroformo:alcohol isoamflico (24:1); centrifugdndose a 6,500 g/15 min a 0° C,
transfiriéndose el sobrenadante a tubos de 1.5 ml y afadiéndose 280 ul de
cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1), fue centrifugado nuevamente a 6,500 g/15 min a
0°C vy el sobrenadante fue transferido a tubos de 1.5 mi. Para alcanzar una fuerza iénica
suficiente se agregaron 25 i de acetato de sodio 3M. El ADN se obtuvo precipitandolo

con 460 ul de isopropanol, almacenédndose a 4°C por 18 hrs. Posteriormente, se
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centrifugé a 9,000 g/35 min a temperatura ambiente para sedimentar el ADN, se&
decanté el isopropanol, se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendié en 30 pl
de ddH,O. El ADN chtenido se aimacené a -20° C para su andlisis posterior (Figura 5).

La concentracidn de ADN fue determinada por espectrofotometria; para conocer la

calidad de la muestra se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.

Sintesis de Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos especificos derivados de la secuencia del exén del gen del SRY
(42,49) fueron adquiridos de una casa comercial (Accesolab) y cada uno de ellos fue llevado
a una concentracién de 100 pM. Asimismo, se realizé una electroforesis en gel de agarosa
al 2% con el fin de determinar que no existiesen oligonucledtidos adicionales.

Secuencia de los oligonucledtidos en direccidn 5' — 3' utilizados en el estudio del

gen SRY:

XES10: 5" GGT GTT GAG GGC GGA GAAATGC 3

XES 11: 5" GTA GCC AAT GTT ACCCGA TTIGTC 3’

APT: 5" GAATAT TCC CGCTCTCCG G 3

AP2: 5" ACA ACC TGT TGT CCAGTT GC 3’

SRY6: 5" GTGGTCTCGCGATCAGA 3’

SRY3: 5" CTTCCGACGAGGTCGATAC 3’

XES7: 5" CCCGAATTCGACAATGCAATCATATGCTTCTGC 3'
SRY8: 5" TAGAGCCATCTTGCGCCT 3’

El oligonucledtido SRY 8 (direccién 3’, iniciando en el nt 2,315} fue empleado

exclusivamente para las reacciones de secuenciacion.
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Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En todos los casos se prepard una reaccién estdndar de 50 ul, siguiéndose la
técnica descrita por Sambrook y cols. (150} que contenia: 0.3 ug de ADN gendmico,
oligonucledtidos a una concentracién final de 0.5 uM, desoxirribonucledtidos
trifosfatados a una concentracién final de 80 pM. Para cada una de las reacciones de
PCR (excepto para el fragmento de 422 pb correspondiente a AP1/AP2) se utilizé dimetil
sulféxido al 3%, amortiguador 10X (Tris-HC! 10 mM, pH 8.3, KCi 60 mM y Mg,Cl) a una
concentracién final de 1X, Tag. polimerasa 2 U (Perkin Eimer, New Jersey, USA} vy
ddH,0 para un volumen final de 50 p! (Figura 6). Todas las reacciones se lievaron a cabo
en un termociclador DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer, New Jersey, USA). Las
condiciones adecuadas para la amplificacién del exén para todos los oligonucledtidos
{excepto AP1/AP2) fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizacidén a 84°C/5 min, 30
ciclos de 94°C/1 min, 88°C/1T min y 72°C/2 min y un ciclo de extensién a 72°C/10 min.
Para los oligonucledtidos AP1/AP2 se utilizé un ciclo de desnaturalizacion a 94°C/3 min,
30 ciclos de 94°C/1 min, 58°C/1.5 min y 72°C/1.5 min vy un ciclo de extension a
72°C/10 min.

Los oligonuciedtidos sintetizados para la amplificacion del exén del gen SRY (tanto
de sangre periférica como de génadas frescas) fueron los siguientes: XES10/XES11, los
cuales amplifican un fragmento de 774 pb (el cual abarca el exdn completo y parte de la
regién 5' y 3’ no traducidas). E! segundo par de oligonucleétidos AP1/AP2 amplifican un

fragmento de 422 pb. Para llevar a cabo la amplificacién del ADN extraido de testiculo
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incluido en parafina, fue necesario dividir al exdn en dos fragmentos, esta estrategia se
empleo con el fin de obtener productos de menor tamaio, ya que estudios previos
(151,152) han demostrado que el tiempo de fijacidn vy el tipo de fijador utilizado para los
tejidos dafa el ADN causando degradacién del mismo, lo que hace dificit amplificar
fragmentos mayores de 238 pb. Los pares de oligonucleétidos que se utilizaron fueron
XES7/SRY3 y SRYGB/XES11. Los oligonucledtidos XES7 {direccion 5’, iniciando en el nt
2,072) y SRY3 (direccién 3, iniciando en el nt 2,477} amplifican un fragmento de 420
pb, mientras que los oligonucledtidos SRY6 (direccién 57, iniciando en el nt 2,282} en
conjunto con el oligonucledtido XEST 1(direccién 3’, iniciando en el nt 2,713) amplifican
un fragmento de 432 pb.

El andlisis de los productos de PCR obtenidos de sangre periférica, de gonadas
frescas y de gbénadas incluidas en parafina se llevé a cabo en un gel de agarosa al 1.2%,
tiniéndose con bromuro de etidio al 0.0002%. Una escalera de 100 pb fue utilizado
como marcador de peso molecular; asimismo, se incluyeron un control positivo (individuo

masculino sano} y un control negativo (la reaccién de PCR sin ADN).

Secuenciacion

Las reacciones de secuencia se llevaron a cabo mediante el usc de un estuche
(Dye Terminator Cycle Sequencing, para la secuenciaciéon automatica) y de un estuche
tAmpliCycle Sequencing Kit, para la secuenciacién manual) {Perkin Elmer, New Jersey,
USA), siguiéndose con ambos el método descrito por Sanger y cols, {153} con algunas

modificaciones (Figuras 7 y 8). Se utilizaron dos métodos de secuencia diferentes con la
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finalidad de descartar la presencia de heterocigotos. Previo a la secuenciacion, las
muestras de ADN amplificadas se purificaron con un estuche de GeneClean |}l (Bio 101
Inc., Vista, CA, USA}. En breve, se cortd ia banda de ADN incluida en un gel de agarosa;
ésta se disalvié a 55°C con una solucién de TBE/ioduro de sodio v se adiciond Glassmilk
{en este paso se emplea la propiedad de union de ADN al vidric con el fin de separar éste
de la agarosa). El ADN se lavd con una solucidn salina/etanol para eliminar las impurezas

y finalmente se resuspendié en ddH,0.

Secuenciacion automdtica

En tubos de microcentrifuga de 0.5 ml se llevé a cabo la mezcla de reaccién con:
amortiguador de secuencia 5X, mezcla de dNTP s, oligonucleétido a una concentracion
final de 0.5 pM (5' o 3%, terminador colorido A, terminador colorido C, terminador
colorido G, terminador colorido. T y AmpliTag DNA Polimerasa, FS. A esta reaccidn de
mezcla se le afiadio ADN gendmico ademds de ddH,0, para tener un volumen final de 20
ul. Se llevé a cabo fa PCR de cada una de las reacciones de secuenciacién, con las
tem;ﬁeraturas de desnaturalizacidn, reasociacién y extensién previamente estandarizadas.
Al finalizar la PCR, se procedid a la purificacién de los productos mediante la
precipitacién con etanol y acetato de sodio. Las muestras fueron resuspendidas en
amortiguador de carga (formamida desionizada y EDTA 256 mM, pH 8.0, que contenia 50
mg/mi de azul dextrdn en una proporcién de 5:1 de formamida a EDTA/azul dextran). Las

muestras se desnaturalizaron a 94°C y se colocaron en hielo. El ADN fue secuenciado en
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un gel de poliacrilamida al 4.75% (50 ml) que contenia acrilamida al 40%, 25 g de urea,
hisacrilamida:acrilamida (18:2), 5 ml de TBE 10X, 16.87 m! ddH,0, 250 ul de persulfato
de amonio (NH,S04) al 10% vy 28 ul de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina. Las muestras
{4 ul/carril) fueron analizadas en un secuenciador automatico (Applied Biosystem 373

DNA Sequencer) {Perkin Elmer, New Jersey, USA).

Secuénciacién manual

Al igual gue en la secuenciacion automdtica, los productos de PCR se purificaron
con el estuche GeneClean il (Bio 101 Inc., Vista, CA, USA). Posteriormente, se llevo a
cabo la reaccién de marcaje del oligonuciestido con 50 uCi de y **P ATP {New England
Nuclear, Boston, MA, USA), 0.8 ul del iniciador (5’ o 3’) a una concentracion 20 puM, 2
ul del amortiguador cinasa 5X (Tris-HCI 700 mM, pH 7.8, MgCl, 100 mM vy ditiotritol 50
miM} v 3 ul de T4 polinucledtido cinasa (10 U/ul} {(Gibco BRL, Life Technologies Inc.,
Gaithersburg, MD, USA). La reaccién se incubd a 37°C/10 min y a 90°C/5 min.
Posteriormente, se llevé a cabo la reaccién de marcaje con 1 pl de la preparacion
anterior, 4 wl del amortiguador 10X (100 U de Amplitag polimerasa, Tris-HCI 500 mM,
pH 8.9, KCI 100 mM, MgCl, 25 mM vy Tween al 0.25%), 500 ng de ADN gendmico y
ddH,0 para un volumen final de 30 pl. En tubos de 0.5 ml se agregaron 2 pf de cada una
de las mezclas de terminacién: guanina (¢’dGTP 22.5 uM, dATP,dCTP v dTTP 10 uM vy
ddGTP 80 uM); adenina (¢’dGTP 22.5 uM, dATP,dCTP v dTTP 10 uM y ddATP 600 uM);

timina (¢’dGTP 22.5 uM, dATP,dCTP y dTTP 10 uM y ddTTP 900 uM)} y citocina
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(c’dGTP 22.5 uM, dATP,dCTP y dTTP 10 pM y ddCTP 300 uM). Se anadieron 6 ul de la
reaccién de marcaje a cada uno de los tubos de 0.5 mi que contenfan la mezcla de
terminacién para dar un volumen final de 8 l. La reaccion de PCR fue practicada con las

temperaturas de desnaturalizacién, reasaciacién y extensién previamente estandarizadas.

Al finalizar dicha reaccién se afadieron, a cada una de las reacciones de secuenciacion,

4 ul de la solucién de terminacion (0.8 m! de formamida al 95%, EDTA 20 mM, azul de
bromofenol al 0.05% y xilen cianol al 0.02%). Las muestras se desnaturalizaron a
94°C/5 min y se colocaron en hielo. EIl ADN marcado fue analizado en un gel de
poliacrilamida al 6% (100 ml) que contenfa 18 mi de acrilamida:bisacrilamida al 40%, 42
g de urea, 10 ml deTBE 10X (Trizma base, acido bdrico, EDTA), 670 pl de persulfato de
amonio al 10%, 28 p de N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina y ddH,C. El gel se
precalentd a 1900 v, 70 w y 49 mAmp hasta alcanzar una temperatura de 50°C,
habiéndose colocado las muestras {4 pl/carril) y llevandose a cabo la electroforesis con

tos pardmetros anteriores durante 3-5 horas. Para finalizar, se seco el gel durante una
hora a 80°C y se expuso por diferentes periodos de tiempo en placas Kodak X-OMAT en

casettes con pantallas intensificadoras.

28



YINYNL 30 INOBEANIS 30 COIVSOIN = LSW

VIiH1S3 V4153 SITVHIALVYNE SVANCHL A OH3LN SONINZWNIS d Gl EISN
VIdis3 Vid1s3 SATVHIALYIE SYJdNOHL A O"3LN SONINZINTS d Ll ¢LSW
Yid153 Y153 S3TVHILYHG SYAWOHL A OH3LN SONINSNIA 4 vl LIS
]
vad3inoZi | vHO3Y3d SONYILNI SONYH31X3 NOIDVYNDISY OMMMOU_,.__
YAvNOD YavYNOD S3TYLINID SITVIINID 30 0X3s v ava3 FLNIITVd

SYIINITD SYIILSIHILOVHVYD

¢ Viavl




VIXIA TVAVNQOD VISINIDSId =WOQ

0ad3IinoZl AVLOYOSA0INIYIL
3LNIHI43T OLINANOD A Tvd3aLivigd VIavdSQOdIH
O3N3ILs3IL YIYLls3 QWIAIgIdT "YHDIYIA VIWOHL GH31IN wo g=01v4d A rATEN" 0LinNDQg
IVLOYIS30ANIY3G
0ad3aINDZI 3LN3H3430 OLONANOD A QWIQiQid3 YigvdsQdin
OMN3Ls3aL Yidls3 VHO3IYIQ YAWOYL ‘OY3LN Wwo g=07v4 i 14 6iNDJg
YINOL
-SV180CVNOD Y1dls3 SITVHILYIE SYLINOHL A OW3in W g L= 07vd 4 0z ginod
OIN21L83L N3 vINOL
YIYLsS3 -SVY120avNOD STIVHILVYG SVYAINOYL A OHaLN Wl §'¢= Oiv4d N i LINDJ
SAVHILYYE SOOI YINYIJST IVLOHDSIOINIYEY
SOLONANDOD A OQH3AINDZ) 3LN3H3433 YIQvasQdiH
ON2I1Ls3L Yidls3 OLINANOD 'WYHOIHIA VdINOEL "OY3LN wo = 01vd N ZLLL QiADa
Y1 OHISIONIL
YigvdSQdIH
Yidlsd ON2ILsIL Yad3INDZI vdWOHLE A 0H3LN wo ¢ =0Q7v4d E| 4 4IND0
TVYLOHISIOINIYAL
0Q493INVZI ONWiQIALd3 'S3T1vH3ILYTIg YIavdSOdIH
OMNDILS3AL VIHLS3 SIULNIYILIA SCLINANOD A SYJIWOYL "O83LN W3 g2 =014 E [ PNDQG
YINOL
Y4153 -SVY190dvNOD SAIVHILYTIE SYJINOHL A OH3LN wd g L=01v4d E| Ll £NDg
IVLOHDSICIANIYAL
Y1avdS0diH
V1dlS3 0IN2ILS3L SOQY3INDZI OWIIOd3 A VdINOYL '0Y3LN Wo 9= 07v4 E 0z ZWDHa
IVYL0OHOS3I0ONAd
Oay3Inozl YIGVdSOdIH
QINDILSIL viyLsSd QW4T A STTVHILYTIE SYJWOHL ‘0HILN WG 2= 0vd N [ANra LINBDAa
(soye)
vay3INoz) VYHOIH3q SONYILNI SONYILX3 NOIDYNOISY | OSIHON!
VYAYNOD YQYNOD SITVLINAD SITVLINID 30 0X3s | v dval | 3LIN3OVd

SVYIINITO SVIOILSIHI1LIVHVYD

£ vigvl




TABLA 4

CARACTERISTICAS CITOGENETICAS

PACIENTE CARIOTIPO EN CARIOTIPO EN CARIOTIPO EN
SANGRE GONADA GONADA

PERIFER!CA DERECHA IZOUJERDA

MST1 46,X +mar {100%) 45,X{100%) 45,X{100%)

MST2 45,X (16%] NC PRACTICADO NO PRACTICADO
46,XY (84%)

MST3 45,X (82%) 45,X (989%) 45,X(94%)
46,XY {18%) 46, XY {2%]) 48, XY (6%)

MST = MOSAICO DE SINDROME DE TURNER




TABLA b

CARACTERISTICAS CITOGENETICAS

PACIENTE CARIOTIFO EN CARIOTIPO EN CARIOT!IPO EN
SANGRE GONADA GONADA
PERIFERICA DERECHA IZQUIERDA
DGM1 48,X (65%} 45,X {73%) NO PRACTICADO
46,XY (35%) 46, XY {279%)
DGM2 45,X (98%) NO PRACTICADO NO PRACTICADO
46,XY (2%)
DGM3 45,X {10%!} 45, X (100%) 45,X (100%)
46,XY {90%)
DGM4 45,X {(17%] 45,X (80%) 48,X (90%!)
46, XilY} (83%) 46, XY {10%]) 46,XY {10%)
DGM5B 45,X (24%) NO PRACTICADQ NGO PRACTICADO
48, XY (76%)
DGME 46, XY {100%) NO PRACTICADO 48,XY (100%)
DGM7 45,X (60%) 45,X {65%) 45,X (98%)
46,XY (40%]) 46, XY {35%) 48,XY {2%)
DGMS8 45,X (100%) CULTIVO CULTIVO
CONTAMINADO CONTAMINADO
DGMS 45,X (94 %) NO PRACTICADO 45,X (100%)
46,XY (6%)
DGM10 45,X {30%) NO PRACTICADO 45,X(80%)
46,XilY) {10%) 48,XY {20%)
DGM = DISGENESIA GONADAL MIXTA




FIGURA 3
EXTRACCION DE ADN DE SANGRE PERIFERICA
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FIGURA 4
EXTRACCION DE ADN DE GONADAS FRESCAS
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FIGURA 5
EXTRACCION DE ADN DE GONADAS
FIJADAS EN PARAFINA

Tejido fijado en parafina

Desparafinizar con xileno uftrapuro
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FIGURA 6
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR)
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FIGURA 7
SECUENCIACION AUTOMATICA
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FIGURA 8
SECUENCIACION MANUAL

Marcaje del oligonucledtido
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Resultados

El analisis por PCR del ADN genémico extraido de sangre periférica o de gdnada
fresca no demostrd deleciones en ninguno de los sujetos estudiados. En todos los casos
se observé que el tamaiio de los productos del ADN fue el esperado, de acuerdo al peso
molecular del SRY que corresponde a 774 pares de bases (Figuras 9-11).

En el caso del ADN extraido de génadas incluidas en parafina, la amplificacién del
exdn se llevd a cabo en dos fragmentos. En todos los casos estudiados se observé que
el tamano de los productos del ADN fue el esperado de acuerdo al peso motecular el cual
fue de 420 y 432 pares de bases (Figuras 12 y 13).

En el caso del ADN extraido de sangre periférica y de aquel extraido de génada
fresca, se procedid a realizar la secuenciacién tanto del exdén completo como de 140
pares de bases de la regién 5' no traducida y de 24 pares de bases de la regién 3' no
traducida del gen SRY. En el caso del ADN extraido de las génadas incluidas en parafina
solamente se secuencié el exén completo. En las pacientes MST1 y MST3 se observd
una mutacion puntual, en el ADN tanto de sangre periférica como de aquel obtenido de
ambas estrias, en la posicion 2128 del gen SRY "corriente arriba" de la regién 5' de la
caja HMG. Esta mutacion dio lugar a una transicion de guanina por adenina,
observandose un cambio del aminoécido serina por el aminodcido asparagina en la
posicion 18 de la proteina del SRY. Con el fin de corroborar dicha mutacién, las muestras
se secuenciaron en tres ocasiones tanto en direccién 5° como en direccion 37,

utilizandose productos de amplificacién de PCR independientes, demostrandose |la
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presencia de la mutacién tanto en sangre periférica como en estria derecha e izquierda.
La secuenciacién se llevd a cabo siguiéndose tanto el método manual como el método
automdtico (Figuras 14-20). En el caso de la paciente MST1 el estudio se complementd
analizandose el ADN tanto del padre como del hermano mayor. La secuencia directa del
ADN en la regién de interés fue normal en ambos individuos. Los 'fami!iares masculinos
de la paciente MST3 no aceptaron participar en el estudio. Con la secuenciacién manual
del exén del gen SRY, se pudo observar que esta mutacion es homocigota ya que tanto
el padre como el hermano de la paciente MST1 sélo presentaron la base silvestre
{guanina) en su secuencia (Figura 14). Es importante sefalar que no encontramos dicho
cambio nuclectidico en ninguno de los sujetos estudiados como control (n=75).

Tanto en la paciente MST2 como en los 10 sujetos con DGM, la secuencia del

gen SRY en sangre y en génadal(s) fue normal.

30



FIGURA 9

PM CM CN 1 2 3 P H

MST
PM = Peso molecuiar (100 pb)
CM = Control masculino de sangre periférica
CN = Control negativo
MST = Mosaico de sindrome de Turner
P = Padre de fa paciente MST1
H = Hermano de la paciente MST1

Reaccién en cadena de la polimerasa del exon completo del gen SRY. En todas
las pacientes con MST, asi como en el padre y en el hermano de la paciente
MST1 y en el CM, se observa amplificacion de dicho exén, el cual corresponde a
774 pb.
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FIGURA 10

774pbh —»

PMCMCN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

DGM

= Peso Molecular (100 pb)
= Control masculino de sangre petriférica
= Control negativo

DGM = Disgenesia gonadal mixia

Reaccién en cadena de la polimerasa del exdn completo del gen SRY. En todos
los pacientes con DGM asi como en el CM, se observa amplificacion de dicho
exon el cual corresponde a 774 pb.



FIGURA 11

774 pb—P

PMCMCNGDGIGD Gi GI GD Gt GD Gl
1 3 6 7 8

MST DGM

PM = Peso molecular (100 pb)

CM = Control masculino

CN = Control negativo

MST = Mosaico de sindrome de Turner
DGM = Disgenesia gonadal mixta

GD = Godnada derecha

Gl = Gonada izquierda

Reaccion en cadena de la polimerasa del exén completo del gen SRY. En todos
los sujetos con MST (1 y 3), DGM (6, 7 y 8) y en el CM, se observa amplificacion
de dicho exon, el cual corresponde a 774 pb.



FIGURA 12

420 pb

PM CM CN GD GIGD Gl GD GI GD GD GIGD Gl
2 1 2 3 4 6 9 _10

MsT DGM

PM = Peso molecular (100 pb)

CM = Control masculino de génada incluida en parafina

CN = Control negativo

MST = Mosaico de sindrome de Turner (gobnadas derecha e izquierda)
DGM = Disgenesia gonadal mixta (gonadas derecha e izquierda)

Reaccién en cadena de la polimerasa de un fragmento del exén del gen SRY.
En la paciente MST2, en todos los sujetos con DGM (1,2,3,4,6,9 y 10), y en el
CM, se observa amplificacion de dicho fragmento del exdn, el cual corresponde

a 420 pb.



FIGURA 13

PMCMCN GD Gi GD Gl GDGI GD GD GI GD Gl
2 1 2 34 6 9 10

MST DGM

PM = Peso molecular (100 pb)

CM = Control masculino de génada incluida en parafina

CN = Confrol negativo

MST = Mosaico de sindrome de Turner (gonadas derecha e izquierda)
DGM = Disgenesia gonadal mixta (génadas derecha e izquierda)

Reaccién en cadena de la polimerasa de un fragmento del exén del gen SRY.
En la paciente MST2, en todos los sujetos con DGM (1,2,3,4,69 y 10), y en el
CM, se observa amplificacion de dicho fragmento de! exén, el cual corresponde
a 432 pb.
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PACIENTE

Secuencia automatica parcial en direccion 3’ det exon del gen SRY (del ADN
extraido de sangre periférica). Obsérvese que la paciente MST1 presenta una
sustitucién de la base C por la base T, que induce al cambio del aminoéacido

serina por asparagina en la posicién 18 de la proteina.
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Secuencia automatica parcial en direccion 3’ del exon del gen SRY (del ADN
extraido de sangre periférica). Obsérvese que [a paciente MST3 presenta una
sustitucién de la base C por la base T, que induce al cambio del aminoacido

serina por asparagina en la posicién 18 de la proteina.
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Secuencia automatica parcial en direccion 5 del exdn del gen SRY (del ADN
extraido de gonada fresca). Obsérvese que la paciente MST1 presenta una
sustitucion de la base G por la base A, que induce al cambio del aminoacido
serina por asparagina en la posicion 18 de la proteina.
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DISCUSION

En este trabajo se llevé a cabo el estudio molecular de 3 pacientes con MST con
cromosoma Y normal o anormal y de 10 pacientes con diagnostico comprobado de
DGM.

La diferenciacién sexual masculina involucra una cascada de eventos iniciada por
la presencia y accion del gen SRY el cual se localiza en ef brazo corto del cromosoma Y,
adyacente a la regién psudoautosomica y es el responsable de la diferenciacion de la
g6nada primitiva hacia testiculo. Se han reportado diversas mutaciones en este gen gue
impiden la diferenciacién de la génada primitiva hacia testiculo y dan lugar a reversion
sexual XY completa o parcial. Estas mutaciones pueden ser en sentido erréneo, sin
sentido, cambios en el marco de lectura y deleciones (68).

El ST constituye una de las alteraciones del sexo cromosémico mds frecuentes
(131), en la cual se observa la presencia de una ifnea celular 45,X {exclusivamente o en
conjunto con otras lineas celulares) y de estrfas gonadales {122,123,126). Los estudios
llevados a cabo en pacientes con ST con diferentes cariotipos (45,X, mosaicos ©
pacientes con marcadores cromosémicos), han demostrado que del 4 al 61% de los
individuos afectados presentan en su genoma un cromosoma Y completo o material
derivado de! cromosoma Y {124-129). A pesar de que un alto porcentaje de las pacientes
con ST tienen un predominio de la linea celular 45,X, se ha propuesto que siempre
presentan en su genoma pequeiias clonas de células 46,XX, 46,XY o complementos de.

cromosomas sexuales anormales (126}, Held y cols (123) han sugerido que el
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mosaicismo en pacientes con ST es un prerequisito para la sobrevida del embarazo
temprano. En el caso de la paciente MST1, el estudio citogenético en sangre periférica
demaostré que solamente 2 de 500 células presentaban un cromosoma Y anormal, lo que
demuestra que algunas pacientes en guienes aparentemente solamente existe una linea
celular 45,X, en realidad son mosaicos cromosémicos. Por otro lado, se ha reportado que
el mosaicismo cromosdmico puede estar distribuido en forma irreguiar en los diferentes
tejidos en un mismo individuo razén por la cual para descartarlo es necesario estudiar por
lo menos 5 lineas celulares (123).

En este estudio se demostrd la presencia de una mutacidn en sentido erréneo en
la regién aminoterminal del gen SRY, fuera de la caja HMG, en dos pacientes con MST.
Estudios moleculares del gen SRY han demostrado que sus mutaciones condicionan la
etiologia de diversas alteraciones de la diferenciacién sexual. Una de las alteraciones en
la traduccién del sexo cromosémico ai sexo gonadal, en la cual se han demostrado
mutaciones del SRY como causa de esta patologia en el 15% de los casos es la DG
46,XY. La mayoria de estas mutaciones se encuentran en la caja HMG vy alteran la
funcién de la proteina SRY, interfiriéndose el proceso de unién o doblamiento de la
proteina al ADN o alterdndose su interaccion con otros factores de transcripcion (68).
Asimismo, se han reportado mutaciones fuera de la caja HMG en sujetos con DG asl
como también en una mujer 46,XY con funcién ovérica parcial y en una mujer con
mosaicismo 45,X/46,XYY {46,53,58,59,64,65,113,114).

La mutacién puntual encontrada en las pacientes MST1 vy MST3, induce un

cambio del aminoécido serina por asparagina (S18N). A pesar de que la mayoria de las

32



mutaciones descritas en el gen SRY son de novo, se han reportado algunos casos de
padres fértiles con hijas XY que comparten la misma mutacién en el gen SRY
(41,44,45,56,57,61,64,118). La presencia de la mutacion en el padre fenotipicamente
normal, no excluye la posibilidad de que esa mutacion sea la causa de la reversion
sexual, ésto puede ser explicado por una penetrancia variable de la mutacidn, lo cual
dependerd del antecedente genético que afecte el nivel de expresion del gen SRY
(56,57,61,68). Con el fin de valorar si la mutacién en la paciente MST1 fue de novo se
analizé el gen SRY de su padre y de un hermano. La prueba de paternidad se demostrd
mediante la utilizacién de diversas sondas de ADN. En ambos sujetos, se observo qgue la
secuencia del gen SRY no presenté alteraciones, lo que demostré que la mutacion en la
paciente referida si es de novo.

La mutacién que da fugar al cambio S18N no se identificé en ninguno de los 75
controles masculinos estudiados por nosotros, asi como tampoco fue encontrada en
otros 50O controles masculinos analizados en esta misma regién en un trabajo previo (64},
lo cual hace poco probable que este cambio de base constituya un polimorfismo.

La DG abarca un amplio espectro de condiciones clinicas caracterizadas por un
desarrollo anormal de la génada fetal, Dicha entidad patoidgica incluye al ST 45,X y sus
variantes, a la DGM y a la DG 46,XX y 46,XY. Esta Ultima abarca tanto la forma
completa como la parcial. Excepto en la DG 46,XY parcial, en la cual se forman
testiculos disgenéticos bilaterales y en l[a DGM en donde generalmente se observan una
estria gonadal v un testiculo contralateral y un fenotipo ambiglio, en las otras entidades

patoldgicas siempre esté presente un fenotipo femenino vy estrias gonadales bilaterales
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(111). En un alto porcentaje de las pacientes con ST con cariotipo 45,X se forman
estrias gonadales bilaterales; sin embargo, aproximadamente el 5% de esas pacientes
pueden presentar funcién ovarica (154,155}, Asimismo, se ha descrito en la literatura
una paciente con DG 486,XY parcial, en la cual se observé diferenciacion ovdrica (113).
Los pacientes con un cariotipo 45,X/46,XY presentan un amplio espectro clinico que va
desde el fenotipo masculino con testiculos disgenéticos hasta un fenotipo femenino con
estrias gonadlales bilaterales y fenotipo de ST {139,1586).

Domenice y cols (64}, estudiaron molecularmente a un sujeto 46,XY con
disgenesia gonadal parcial, el cual presentd ambigliedad genital y una esfrfa unilateral
con un testiculo disgenético contralateral. Dicho sujeto, presentd la misma mutacion
(S18N) que nuestras dos pacientes con MST, en las cuales los genitales externos fueron
femeninos y existia la presencia de estrfas gonadales bilaterales. Esos datos fortalecen la
posibilidad de que estas dos entidades patoildgicas, constituyen parte del espectro de la
misma alteracion, y que una misma mutacidn puede expresarse en fenotipos diferentes,
dependiendo del genoma predisponente. E! hecho de gue se haya encontrado la misma
mutacidn en sentido erréneo en ambas pacientes con MST y gue esta mutacion sea la
misma que reportaron Domenice vy cols (64}, sugiere que probablemente exista un
“punto caliente” en esta region del gen SRY.

Recientemente, se ha propuesto que los eventos tempranos que siguen a fa
expresion del Sry en el ratén dan lugar a la organizacién topogréfica de diversos tipos de
células para el desarrollo del testiculo. La proteina Sry posiblemente regula aspectos

multiples de fa expresidn del gen incluyéndose a aquellos que controlan los mecanismas
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morfogénicos (157). Como ha sido recientemente propuesto por Cameron y Sinclair (68),
una mutacién determinada en el gen SRY puede originar que el SRY se exprese de forma
suficiente para alcanzar el umbral necesario para la formacién del testiculo; sin embargo,
la misma mutacion en este gen con un antecedente genético diferente, puede dar lugar a
que el nivel de expresién del SRY no sea suficiente para alcanzar el umbral requerido
para la diferenciacién testicular {68).

La presencia de estrias gonadales bilaterales en ambas pacientes con MST pudiése
ser secundaria al predominio de la linea celular 45,X y/o a la presencia de la mutacion en
ef gen SRY. Con base en este trabajo no podemos asegurar en que magnitud participan
astos fenémenos en el origen del fenotipo existente.

La ausencia de mutaciones en el marco de lectura del gen SRY en la paciente con
MST2 asi como en los 10 pacientes con DGM, pudiése explicarse por la presencia de
mutaciones en las regiones 5o 3 “no traducidas de! gen SRY, como ha sido reportado
en algunos pacientes con DG tanto en su forma completa como en la parcial {(68) o por
la existencia de mutaciones en otros genes autosémicos que actuan “corriente arriba” en
la regulacién del gen SRY, como es el gen WT1 {gen supresor del tumor de Wilms)
(76,158) y SF1 (factor esteroidogénico 1) {158,153). Asimismo, se han reportado
mutaciones que pueden originar reversion sexual, tanto en genes ligados al cromosoma
X como autosémicos lo cuales actuan “corriente abajo” al gen SRY como son el DSS
(gen de la reversion sexual sensible a dosis) {78,83,158) y el SOXZ (gen relacionado con

la displasia campomélica) {79,80,82,85,158).
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En conclusién, este estudic demuestra, por vez primera, la presencia de una
mutacion en el gen SRY en pacientes con MST. El hecho de que se haya encontrado la
misma mutacién en sentido erréneo en ambas pacientes con MST y que esta mutacion
va ha sido informada en un sujeto con disgenesia gonadal parcial, sugiere que
probablemente exista un “punto caliente” en esta region del gen SRY. Asimismo, este
hallazgo también sugiere que una misma alteracién génica puede expresarse en fenotipos
diferentes. Estos hallazgos fortalecen la posibilidad de que estas dos entidades

patoldgicas, constituyen parte del espectro de la misma alteracidn.
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