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1. INTRODUCCYON

LA DIFERENCIACION SEXUAL

La diferenciacién sexual es uno de los fendmenos biolégicos de mayor
transcendencia y complejidad, el cual permite la perpetuacién de las especies con
reproduccion sexual. El dimorfismo sexual es el resultado de una secuencia de procesos
que ocuiren en las etapas mds tempranes de la vida, requiriendo un alto grado de
precision en sus mecanismos de regulacién. Este se lleva a cabo en tres etapas sucesivas:
1} cromosémica, 2) gonadal y 3) fenotipica (Ohno, 1967; Kofman-Alfaro et ai., 1982).

La diferenciacién cromosdmica se inicia con la fertilizacién, al momento que un
espermatozoide que posee un cromosoma X o un cromosoma Y fertiliza a un dvulo 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 cromos6mico sexual
XX y el macho XY. Los eventos posteriores en la diferenciacion sexual, dependerin de la
presencia de factores determinanies de mascuiinizacién (Ohno, 1967). La presencia del
cromosoma Y es necesaria para la diferenciacion testicular de la génada temprana,
independientemente del nimero de cromosomas X presentes en el genoma de un
individuo (Jacobs v Ross, 1966; Goodfellow y Darling, 1988).

En 1990 Sinclair et al., identificaron al gen especifico que induce la diferenciacidn
de la gdnada indiferenciada hacia testiculo, denomindndosele gen determinante del sexo
del cromosoma Y (SRY). Para ello, se utiiizaron diversas sondas generadas de una regién
cromosdmica, compuesta por 35 kilobases (Kb) de ADN adyacente a fa region

pseudoautosdémica (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de la regidn determinante del sexo en ef cromosoma Y,



Los resultados demostraron una banda de 2.1 Kb sexo-especifica que se
encontraba conservada en todas ias especies de animales analizadas. La secuencia
nucleotidica del fragmento de 2.1 Kb reveld dos marcos de lectura con direccion de
transcripcién de 5° a 3° de centrémero a telémero, la cual codificaba a dos proteinas, una
de 99 y otra de 223 aminodcidos {(aa), respectivamente. El marco de lectura de 99 aa no
indico homologia con ninguna proteina; sin embargo, si se encontré homologia del
polipéptidec mayor con la proteina Mc codificada por el gen mat-3M  de
Schizosaccharomyces pombe, al igual que con una regién conservada con capacidad de
unién al ADN, presente en proteinas no histénicas de las familias HMG1 y HMG?2 (grupo
de alta movilidad). A esta regién de unidn at ADN conservado se le ha denominado caja
o dominio HMG y consiste alrededor de 80 aa, que apoya su funcién en la regulacién
génica propuesta para este gen. Por medio del uso de Ia sonda pY53.3, se cloné y se
describié el homélogo murino del SRY denomindndosele Sry. Este gen estd constituido
por 237 pares de bases (pb) y un marco de lectura para una proteira con un dominio
HMG (Gubbay er af., 1990).

El gen humano SRY presenta una estructura muy sencilla esta formado por un solo
ex6n y no tiene intrones. El transcrito del SRY es de 1.1 Kb y la regién traducida estd
constifvida por una proteina de 204 aa con un peso molecular de 23.9 kilodaltones que se
localiza en el micleo. La localizacién nuclear depende de la integridad de sefiales
especificas de fa caja HMG, motivo por el cual esta caja es una parte fundamental de Ia
proteina SRY (Su H y Lau, 1993; Dubin y Oster, 1994; Poulat et al., 1995). La unidad
transeripcional del gen SRY se encuentra precedida por dos pequefias zonas ricas en G-C

que cubren parte de la regién 5° no traducida.



También, se han identificado tanto en la regién 5° como en la 3 no traducida la
presencia de segmentos ricos en A-T (Su H y Lau, 1993).

La estructura tridimensional del complejo de unién de la caja HMG al ADN
sugiere que la interaccion de esta proteina es exclusivamente con el surco menor de la
hélice de ADN. Estudios in vitro e in vive han demostrado que la caja HMG de la
protefna SRY se une especificamente a la secuencia AACAAAG e induce el doblamiente
del ADN en un angalo de 70° (Ferrari ¢f al., 1992; Harley et al., 1992; Van de Wetering
y Clavers, 1992; Werner et al., 1995; Tang y Nilsson, 1998). Esta alteracién en la
estructura del ADN, sugiere que dicha proteina podria participar en la arquitectura de la
diferenciacidn testicular al promover la interz'mcién proteina-proteina y/o en la unidén de
complejos de proteinas de alto orden con el ADN a través del desdoblamiento del mismeo
(Nash, 1990; Grossched] et al., 1994; Werner et al., 1996).

El dominio de unién al ADN de ia proteina SRY reconoce de manera especifica y
con gran afinidad a los elementos promotores de los genes de la hormona inhibidora de
las estructuras Millerianas (HIM) y de la aromatasa P450, lo que sugiere que la proteina
SRY controla el desarrollo masculino a través de la regulacion de genes blanco (Haqgq et
al., 1993; Haqq et al., 1994).

Atn no se ha pedido establecer el momento preciso en el que las estirpes celulares
gonadales se diferencian para el desarrollo femenino o masculino.

Sin embargo, se ha sugerido que la determinacion sexual empieza cuando el SRY
se expresa por primera vez (Bogan y Page, 1994). El patron de expresion del gen SRY
aparece principalmente en la cresta genital, en el perfodo que corresponde 2 la formacion

del testiculo, es decir, en la sexta semana de edad gestacional en el humano y entre 10.5



y 12.5 dias poscoito en el ratén (Koopman er af., 1990; Koopman et al., 1991; Hacker ez
al., 1995). En la actualidad los estudios sobre os transcritos de SRY son escasos y han
aportado poca informacién debido a las limitantes para realizarlos (Zwingman ef al.,
1593}.

Tampoce se ha esclarecido el momento en que finaliza la determinacién sexual,
pero se ha demostrado que los transcritos del SRY ya no son detectados por la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en ¢l RNA gonadal a los 13.5 dfas poscoito
(Koopman et al., 1990), aunque se desconoce con precision hasta cuando persiste la
proteina SRY u otras protefnas implicadas en el procesc (Bogan y Page, 1994). Todos los
estudios de expresion de este gen en el ratén y en el humano se han realizado a nivel de
transcripeién y no de traduccién, debido a que la protefna se encuentra en bajas
concentraciones para ser detectada por anticuerpos especificos (Hawkins, 1993).

Existen diversas evidencias en la literatura que confirman que el gen SRY es el
factor determinante testicular (FDT); algunas de éstas son las siguientes: 1) Estd
localizado en Yp adyacente a la regidn pseudoautosdmica y es capaz de inducir la
diferenciacién testicular en el ratén {Sinclair ez al., 1990) y en el hombre (Ldpez er al.,
1995b); 2) En ciertas disgenesias gonadales puras XY (padecimiento en el cual los
testiculos se encuentran sustituidos por estrias gonadales) se presentan mutaciones en el
gen SRY (Berta er al., 1990; Jager et al., 1990; Hawkins er al., 1992a; Hawkins et al.,
1992b; Jager et al., 1992; McElreavey ef al., 1992a; McElreavey er al., 1992b; Miiller
et al., 1992; Affara er al., 1993; Zeng et al., 1993; Lida et al., 1994; Poulat ez al., 1994,
Tajima et af., 1994; Barbosa et al., 1995; Peters et al., 1995; Schmith-Ney of al., 1995;

Rithao et al., 1996; Kwok et al., 1996; McElreavey et al., 1996; Battiloro ef al., 1997,



Hines er al., 1997; Veitia et gl., 1997, Cameron ef al., 1998; Domenice ¢t al., 1998;
Poulat et al., 1998). Estas mutaciones condicionan que la proteina del SRY presente un
defecto en la unidén al ADN y/o una alteracion en el doblamiento del mismo (Pontiggia ez
al., 1994; Werner et al., 1995; Peters et al., 1995; Cameron y Simclair, 1997; Capel,
1998); 3) En el ratén la expresion del gen Sry se correlaciona con el inicio de la
determinacion testicular {Koopman et al., 1990); 4) La insercién de up fragmento de
ADN de 14 Kb que incluye al gen Sry a ratones trangénicos XX, puede nducir la
diferenciacién testicular (Koopman ef ., 1991); v 5) Es un gen evolutivamente
conservado en el cromosoma Y de mamiferos metaterios y euterios (Sinclair et af., 1990;
Foster et al., 1992).

A pesar de que la evidencia a favor del SRY como factor determinante testicular es
sélida, la observacién de que algunas alteraciones de la diferenciacién sexuval no estdn
ligadas al cromosoma Y, ha llevado a proponer que otros genes, autosGmicos y/o ligados
al cromosoma X, participan en la gonadogénesis (Eicher et af., 1993), como se ha
observado en el sindrome de varén XX y en el hermafroditismo verdadero 46,XX, en los
cuales existe desarrollo testicular en ausencia del gen SRY. Con base en lo anterior, se ha
propuesto la existencia de diversos genes que intervienen en el desarrollo gonadal
constituyéndose como componentes de una cascada génica responsable de los programas
de morfogénesis y diferenciacion gonadal (Pelletier er al., 1991; Eicher et al., 1993;
Bennett et al., 1993; Bogan y Page, 1994; Bardoni er al., 1994; Foster et al., 1994;
Wagner et al., 1994; Lopez et al., 1995a; Lopez et al., 1995b; Foster et al., 1996; Ogata

y Matsuo, 1996; Torres et al., 1996; Wirth et al., 1996} (Figura 2),
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Figura 2. Cascada génica que participan en el desarrollo gonadal.

En el humano el dimorfisme sexual gonadal se inicia en la sexta semana de Ia vida
intrauterina (Jirdsek, 1971; Kofman-Alfaro ef al., 1982). Desde el punto de vista
embrioldgico, la génada indiferencieda se forma por dos tipos de cflulas: las cflulas
sométicas de origen mesodérmico y las células germinales primordiales, que por su
diferenciacién temprana pueden considerarse de origen auténomo (McKay, 1953).

La génada indiferenciada se transformard en testiculo si es que existe la presencia
y Ia accién del factor determinante testicular (FDT) localizado en el cromosoma Y

(Sinclair er al., 1990; Lépez et al., 1995a).



En ausencia del gen determinante testicular, el primordio gonadal posee una
tendencia inherente a desarrollarse como ovario siempre y cuando existan células
germinales, ya que en caso contrario se formarin estrias fibrosas incapaces de producir
hormonas sexuales femeninas durante la pubertad (Merchant er al., 1984: George, 1992a:
George, 1992b: Grumbach y Conte, 1992).

La formacién de los fenotipos masculino o femenino esti dada por la accidn de las
hormonas sintetizadas por cada una de las gbnadas especificas. El mecanismo que induce
este dimorfisme en los mamiferos fue descrito originalmente por Jost et al., (1953; 1973)
quiénes demostraron, que al diferenciarse la gonada indiferenciada hacia testiculo, su
produecién hormenal estimula al desarrolio del fenotipo masculino; en cambio, si la
diferenciacién gonadal es hacia ovario, el fenotipo, aparentemente de manera pasiva, sera
femenino. La ausencia temprana de gonadas fetales también da un fenotipo femenino, lo
cual apoya el concepto de Ia inactividad endocrina del ovario fetal (Grumbach y Conte,
19923,

Las estructuras primordiales del tracto genital que dan origen a los genitales
internos, incluyen dos sistemas de conductos que S€ encuentran presentes en los
embriones de ambos sexos: los conductos Wolffianos (mesonéfricos) y los conductos
Miillerianos (paramesonéfricos}. Los genitales externos se desarrollan a partir de un
primordio comin (tubéreulo genital, pliegues genitales y engrosamiento labioescrotales)
(lirdsek, 1967).

El desarrolio del fenotipo masculino esti dado 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 hormona inhibidora de estructuras Miillerianas (HIM) que se



encarga de inducir la involucién de los conductos Millerianos, proceso que se observa
entre la sexta y la octava semana de la gestacion y concluye en ia décimo primera con la
desaparicion de estas estructuras (Grumbach y Conte, 1992). Inmediatamente después, de
iniciar la sintesis de la HIM, las células intersticiales del testiculo fetal se diferencian en
células de Leydig. Estas servirin como sustrato anatémico para la sintesis y secrecién de
testosterona (T} que es la segunda hormona fetal virilizante. Ei efecto virilizante de la T
se ejerce sobre los conductos Wolffianos que se diferenciaran a epididimo, vas deferens,
vesiculas seminales y conducto eyaculador.

La biosintesis de novo de testosterona en el testiculo fetal se lleva acabo a partir de
acetato y colesterol como intermediario (Serrat ef al., 1979); de forma similar se observa
en el testiculo de un individuo adulto (Savard, 1956). La sintesis de Testosterona a partir
de colesterol requiere de la presencia de diversos sistemas enzimaticos, que poseen
regulacion génica autosdmica independiente.

La Testosterona es el precursor de la tercera hormonma fetal virilizante la
dihidrotestosterona (DHT). Es-ta se forma en las células blanco por la accién de la So-
reductasa extragonadal y es la mediadora intracelular de la gran mayoriz de Ias acciones
de los andrégenos. Durante la embriogénesis, la DHT es la tnica responsable del
desarrollo de los genitales externos masculinos y de la prastata (Witson, 1975: Griffin ¥
Wilson, 1989; Imperato ez al., 1994).

La T se une a dos proteinas: a la globulina transportadora de testosterona (SHBG)
y @ la albdmina (Pardringe, 1986). El paso libre de la Testosterona hacia las células no es
dependiente de energia y estd dado por un fenémeno de difusién pasiva dado su cardcter

lipidico {Lasznitzki e al., 1974). Tanto la T como la DHT se unen con la misma ahnidad



a los receptores de protefpas. El complejo andrégeno-receptor sufre una reaccion de
transformacién que promueve su unién al ADN. El complejo testosterona-receptor es el
responsable de la regulacién de la secrecién de la hormona luteinizante mediante el eje
hipotalamo-hipéfisis, asi como de la virilizacién de los conductos Wolffianos en la
gestacidn.

Durante la embriogénesis el ovario no secreta HIM, ni testosterona. La ausencia de
estas dos hormonas da lugar a la persistencia de los conductos Mullerianos los cuales se
diferencian a los genitales internos femeninos y a la regresion de ios conductos Wolffianos

(Grumbach y Conte, 1992).
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ALTERACIONES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Las alteraciones en cuzlquier estadio de la diferenciacién sexual durante la
embriogénesis conducen a la presencia de malformaciones en el desarrollo sexual. Estas
se clasifican de acuerdo a la etapa de desarrollo en ia que se presentan, como som: las
alteraciones del sexo cromosdmico, del sexo gonadal v del sexo fenotipico (Grumbach y
Conte, 1992). Dentro de las alteraciones en la traduccion del sexo cromosdmico al sexo
gonadal, se encueniran ia disgenesia gonadal mixta (DGM), la disgencsia gonadal pura
(DGP) 46,XX y 46,XY, el hermafroditismo verdadero, el sindrome de varén XX y la
Anorquia congénita (Sohval, 1965; Rajfer y Walsh, 1981; Kofman-Alfaro er al., 1989;

Berkovitz et al., 1991; Kofman-Alfaro et af., 1992; Lopez. ef al., 1998).

DISGENESIA GONADAL MIXTA

La disgenesia gonadal mixta es un estado intersexual que Sohval en 1964, Davidof
y Federman en 1973 y Zah ef al., en 1975 clasificaron con base en las caracteristicas
morfolégicas gonadales: Testiculo de un lado y la existencia de una estria contralateral.
Asimismo, la presencia de un testiculo con un tumor coniralateral (generalmente
gonadoblastoma) y de un testiculo con ausencia gonadal contralateral han sido clasificadas
como variantes de esta entidad patolégica (Bergadi er al., 1994). En la mayoria de los
sujetos afectados, s¢ encuenra up mosaico en el 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 cinco o més tejidos (Méndez et
al., 1993). La presencia de un complemento cromosémico, no determina siempre un

mismo tipo de gonada. Inicialmente, se propuso que la DGM tiene su origen en el

11



mosaico cromosémico existente; esto es, al haber dos lineas celulares diferentes
{45,%/46,XY) se originarfan dos génadas diferentes (una estria por la linea celular 45X v
un testiculo por ia presencia de la linea celular 46,XY) (Bergadd er al., 1994). Sin
embargo, se ha observado que en ia mayoria de los casos las dos iineas celulares se
encuentran presentes en ambas gonadas; es por ello, que se sugirié que la proporcion de
cada linea celular determinaria la génada presente (Méndez et al., 1993). Estos hallazgos
tampoco constituyen una regla, ya que €n aigunos individuos esiudiados que presentaban
una estria y un testiculo, tenfan solamente una linea 46,XY en ambas gonadas (Bergada er
al., 1994); individuos que formaron un ovario normal, tenian en dicha génada, un
complemento cromosomico 45,X/46,XY y sujetos que desarrollaron un testiculo, a pesar
de que solamente existia una linea celular 45,X en esa génada (Bengtsson et al., 1974;
Mailhes of al., 1979; Méndez et al., 1993; Sugarman et al., 1994).

En los casos reportados con DGM, la ambigliedad de los genitales externos es
extremadamente variable y los fenotipos ampliamente heterogéneos. En todos los casos
siempre hay persistencia de estructuras Miillerianas. Ademés de la ambigiiedad genital,
estos pacientes presentan estigmas turnerianos y ocasionalmenic anomalias
cardiovasculares y renales asociadas. El sexo de asignacién variard de acuerdo a las
condiciones particulares de los genitales externos de cada caso (Méndez ef al., 1993). Los
sujetos con DGM preseitan una alta frecuencia a desarrollar gonadoblastomas o

disgerminomas en sus gonadas (Scully, 1970; Page, 1987; Sadi ez al., 1996).



ANORQUIA CONGENITA

Los sujetos con anorquia congénita bilateral o agenésia testicular bilateral se
caracterizan por presentar un cariotipo 46,XY, un fenotipo y genitales internos
masculinos v completa ausencia de tejido testicular (Aynsley-Green ef al., 1976; Josso et
al., 1980; Grumbach y Conte, 1992; Ferrindez et al., 1994). Esta pérdida de tejido
testicular se presenta después de la décimo cuarta semana de edad gestacional, posterior a
la etapa critica de la diferenciacién sexual masculina, es por ello, que estos suietos
presentan un fenotipo masculino sin ambigiiedad genital (Lustig e 4l., 1987; Grambach y
Conte, 1992). La incidencia de la anorquia congénita es de 1 en 20,000 hombres nacidos
{Bobrow-Gash er af., 1970); se han descrito tanto formas esporidicas como familiares
{esta titima se hereda en forma autosdmica o ligada al cromosoma X) (Grumbach y
Conte, 1992; Mc Grillivray y McGrillivray. 199G).

Hasta el momento, no se ha determinado con precisidn la etiologia de la anorquia
congénita; se ha postulado que puede ser éecundaria a un compromiso vascular debido a
una torsion del testiculo fetal, lo que conduce a 1a destruccion del testiculo iz wtero (Huff
et af., 1991); también existen evidencias que la anorquia congénita puede ser secundaria a
una endocrinopatfa (alteracién endocrina} (Hadziselinovic y Herzog, 1987); o bién, que
esta patologia sea secundaria a la presencia de mutaciones en los genes que intervienen en
la cascada de la diferenciacidn sexual, como es el gen SRY (Lobbacaro ef af., 1993).

El diagnéstico de los pacientes con anorquia congénita se sospecha en aquelics
individuos que presentan hipogonadismo hipergonadotropico (alteracion primaria gonadai-
con un aumento secundario de gonadotropinas) con ausencia de respuesta en rminos de

testosterona 4 la prueba de estimulacién con gonadotrépina coridnica humana (hCG).
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El diagndstico de certeza se lleva a cabo mediante la laparoscopia exploradora, en la cual
1o se demuestra [z presencia de tejido testicular (Levitt ef al., 1978a; Levitt et al., 1978b;

Lobbacaro ef al., 1993; Naashung et al., 1989)



Ii. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se encuentra referido en los antecedenies, en la mayoria de los individuos
con DGM presentan un mosaice como complemento cromosdmico (45,X/46,XY). En
estos sujetos se puede formar unma estria y una goénada contralateral (generalmente
testiculo); como consecuencia de ésto, se desarrollardn diferentes fenotipos que van desde
aquelios totalmente femeninos hasta aquellos en los cuales existe un grado de virilizacién
importante. Sin embarge, hay gue remaicar que ia presencia de una determinada linea
celular no induce siempre la formacién de una misma gonada, ya que se presentan
variantes en estos casos. En lo que respecta a los sujetos con anorquia congénita, estos
individuos z diferencia de los sujetos con DGM, presentan una sola linea celular (46,XY)
y un fenotipo masculino con ausencia de fejido testicular. Actualmente no se ha
determinado con precision cual o cuales son las causas que dan origen a una génada o la
ausencia de Ja misma y consecuentemente 2 un fenotipo determinado en estas aiteraciones
especificas de la diferenciacidn sexual. Asimismo, no se han descrito mutaciones en
ninguno de los genes que participan en la cascada de la diferenciacién sexual; A
diferencia de lo descrito en pacientes con DGP, en los cuales se han reportado diversas
mutuaciones en ¢l gen SRY, que dan origen a esta alteracidn de la diferenciacién sexual

(McElreavey et al., 1992a; Miiller ez al., 1992; Pérez-Palacios et al., 1994).
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Con base en los hallazgos previamente descritos y que el gen SRY es el gen
determinante testicular, consideramos de relevancia el llevar a cabo el estudio detallado
de su secuencia nucledtidica, en leucocitos de sangre periférica en pacientes cor las
patologias antes citadas, con el fin de precisar si existen o no mutaciones del SRY, y de
existiv éstas, que tipo de mutaciones especificas son las que dan origen a las distintas
gonadas v fenotipos chservados en estas patologias. Por medio de éllo, se coadyuvard a
precisar los mecanismos intimos involucrados en la traduccién del sexo cromosdmico al

sexo gonadal en el humano.
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I0. OBJETIVO

con diagnostico de disgenesia gonadal mixta y con diagndstico de anorquia congénita.

IV. HIPOTESIS

En los pacientes con diagndstico de disgenesia gonadal mixta y con diagnéstico de
anorquia congénita, existen alteraciones en la secuencia del gen SRY que estin

involucradas en la génesis de dichas patologias.



IH. OBJETIVO

Estudiar la secuencia del gen SRY en leucocitos de sangre periférica de pacientes

con diagndstico de disgenesia gonadal mixta v con diagnostico de anorquia congénita.

IV. HIPOTESIS

En los pacientes con diagndstico de disgenesia gonadal mixta y con diagndstico de
anorquia congénita, existen alteraciones en la secuencia del gen SRY que estdn

involucradas en la génesis de dichas patologfas.



V. SUFETOS Y METODOS

Sujetos

Se incluyeron a tres pacientes con diagndstico de disgenesia gonadal mixta y a dos
pacientes con diagndstico de anorquia congénita. Todos los sujetos que se incluyeron en
este estudio son de origen étnico mestizo mexicano y pertenecian a familias diferentes.
Las caracteristicas clinicas individuales de cada uno de los pacientes se observan en las
tablas 1 y 2. El sexo de asignacidn en dos pacientes con DGM (DGM 2 y DGM 3) fue
femenino, mieniras que en el sujeto con DGM 1 v en los dos pacientes con diagndstico de
anorquia congénita (Al y A2) el sexo de asignacion fue masculino.

El estudio histopatoldgico llevado a cabo en los tres pacientes con DGM demostrd
la presencia de estria unilateral con testiculo contralateral, Con respecto a los paciemntes
con anorquia congénita, el estudio histopatoldgico no demostrd la presencia de tejido
testicular.

En la Tabla 3 se puede observar el cariotipo de leucocitos de sangre periférica de
los pacientes con DGM, El andlisis citogenético demostré que en los tres pacientes con
DGM presentaron un mosaico como complemento cromosomico: 45,X/46,XY. En los
pacientes DGM 1 y DGM 2 el estudio revelé un predominio de la linea celular 45,X,
mientras que en el paciente DGM 3 se observé un predominié de la iinea celular 46,XY.

El andlisis cromosdmico en leacocitos de sangre periférica de los dos pacientes
con diagndstico de anorquia congénita demostré un complemento cromosémico 46,XY en

todas las metafases estudiadas (Tabla 3).,
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TABLA 3
CARACTERISTICAS CITOGENETICAS DE PACIENTES CON DGM Y CON

ANORQUIA CONGENITA

PACIENTE CARIOTIPO EN
SANGRE
PERIFERICA
45,X (65 %)
DGM 1 46,XY (35 %)
DGM 2 45.% (98 %)
49 XY (2 %)
DGM 3 45.X (24 %)
46,XY (76 %)
Al 46 XY (100 %)
A2 46,XY (100 %)

DGM = Disgenesia gonadal mixta

A = Anerquia congénita
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Extraccién de ADN de lencocitos de sangre periférica

Se extrajo 10 ml de sangre periférica para la obtencién det ADN genémico de los
pacientes como de los controles masculinos normales se siguié la metodologia descrita
por John et al., en 1991. La sangre se deposité en tubos de 50 ml gue contenia 200 pl de
etilen diamino tetra acetato (EDTA de Sigma Chemical Co. St. Louis Mo.) 0.5 M, pH
8.0, como anticoagulante. Se coiocaron las muestras en hielo y se agregaron 25 mi de
sacarosa triton 2X (Sacarosa 0.64 M, Trizma-base .02 M, MgCl, 0.01 M y Tritén 100X
al 2 % de Sigma Chemical Co. $t. Louis Mo.} y 15 ml de agua desionizada (ddH;0). Los
leucocitos se separaron por centrifugacion (240 g/15 min/4°C) y se decamté el
sobrenadante hasta que se obtuvo un botdn nuclear. Para la lisis de los leucocitos y la
desproteinizacidn, se afiadieron 3 ml de amortiguador de lisis nuclear, pH 8.2, (Trizma-
base 10 mM, NaCl 400 mM y Na,EDTA 10 mM de Sigma Chemicals Co. St. Louis
Mo.), 108 pl de dodecil sulfato sodico (SDS de Sigma Chemicals Co. St. Louis Mo.) al
20 % y 100 pl de Proteinasa K {20 mg/mi]. Se dej6 incubar esta reaccién por 14 hrs a
37°C. Se adicionéd 1 ml de NaC] saturado y se centrifugd a 240 g/15 min/4°C. El
sobrenadante se transfirié a tubos de 15 ml y el ADN se precipitd con dos y medio
volumenes de etanol absoluto {rio; posteriormente se lavé en etanol frio al 70 %. EI ADN
se dejd secar a temperatura ambiente, sé resuspendid en 200 pt de ddH,0 y se almacend a
-2Q0°C para su andlisis posterior (Figura 3).

En todas los muestras obtenidas, se determind la concentracién de ADN por

espectrofotometria, y se leyd a longitudes de onda de 260 y 280 nm.
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Por medio de la lectura en la longitud de onda a 260 nm se determind la
concentracién de ADN, mientras que la relacién 260/280 nm, nos indica la pureza del
mismo. La concentracion 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 dilucidn que
se utilizé:

Concentracion de ADN (ng/ubly=(D.O. de 260 nm) (Dilucién} (50 ng de ADN)

En donde: 50 ug de ADN= 1 D.O. (260 nm)

Para conocer la integridad de las muestras se llevd a cabo una electroforesis en un
gel de agarosa al 1.2 %.

Todas las muestras obtenidas presentaron una relacién 260/280 entre 1.8 y 2.0, lo

que indico que se encontraban libres de proteinas y sales.
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FIGURA 3
EXTRACCION DE ADN DE SANGRE PERIFERICA

10 ml DE SANGRE PERIFERICA
4
SACAROSA-TRITON 2 X
4
ddH,0
|

CENTRIFUGAR (240 g/15-min/ 4°C)
{
(BOTON NUCLEAR)
{

AMORTIGUADOR DE LISIS NUCLEAR
i
SDS 2l 20 %
{
PROTEINASA K [ 20 mg/mi]
{

INCUBAR A 37 °C
1
NaCl 5 M SATURADO
{
CENTRIFUGAR (240 g/15-min/ 4°C)

TRANSFERIR EL\LSOBRENADANTE
PRECIPITAR CON ALCOI:II‘OL ABSOLUTO AL 100 %
LAVAR EL ADN COiI ALCOHOL AL 70 %
RESUSPEND%R EN ddH,0
CUANTIFI&I’AR EL ADN
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Sintesis de Oligonucleédtidos

Los oligonucledtidos especificos derivados de la secuencia del exén del gen del
SRY fuerén adquiridos de una casa comercial (Accesolab) y cada uno de elios fue llevado
a una concentracion de 100 uM (se mencionardn méas adelante). Asimismo, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 2 % con ¢l fin de determinar que no hubieran

ahigonucledtidos adicionales.

Reaccion en Cadena de Ia Poiimerasa (PCR)

Para llevar acabo la técnica de PCR, se emplearon los oligonucledtidos sintéticos
{se mencionaran mas adelante), derivados de la secuencia dei gen SRY (Affara ef al.,
1993). En todos los casos se prepard una reaccién estindar de 50 pl siguiendo la técnica
descrita por Sambrook er al., en 1989 que contenfa: 0.3 pg de ADN gendmico,
oligonucledtidos en direccién 5° y 3° a una concentracién final de 0.5 uM,
desoxirribonucledtidos trifosfatados a una concentracion final de 80 pM, dimetil sulféxido
al 3 %, amortiguador 10X (Tris-HCI 10 mM, pH 8.3, KCI 50 mM y MgCl, 1.5 mM) a
una concentracion final de 1X, Taq DNA polimerasa 2 U (Perkin Elmer, New Jersey,
USA} y ddH,0 (Figura 2). Todas las reacciones se llevaron acabo en un termociclador
DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer, New Jersey, USA). Las condiciones adecuadas
para Ja amplificacion del exén para todos los oligonucledtidos fueron las siguientes: un
ciclo de desnaturalizacién a 94 °C/5 min., 30 ciclos de 94°C/1 min., 68°C/1 min., y

72°C/2 min., y un ciclo de extensién a 72°C/10 min.



Los oligonucledtidos XES 10/XES 11 amplificaron un fragmento de 774 pb el
cual abarcé el exén completo y parte de la regidn 5° y 3” no traducida. El andlisis de los
productos de PCR obtenidos de leucocitos de sangre periférica, se lleva a cabo en un gel
de agarosa (Bochringer Mannheim, GmbH Germany) al 1.2 %, teflidos con bromuro de
etidio (..Gibco BRL., Goithersburg, MD. Scotland} al 0.0002 %, directamente
visualizados por una limpara de rayos ultravicleta y fotografiados utilizando un film
Polaroid. Para todos los geles de agarosa se utilizé una escalera de 100 pb como
marcador de peso molecular (Gibco, BRL., Gaithersburg, MD, Scotland), un control
positivo masculino y un control negativo (la reaccién de PCR sin ADN) (Figura 4).
Secuencia de los oligonucledtidos en direccion 5°— 37 que se utilizaron en el estudio del
gen SRY:

XES 10: 3" GGT GTT GAG GGC GGA GAA ATGC 3

XES 11: 5" GTA GCC AAT GTT ACCCGATTGTC 3°

SRY 6: 3° GTGGTCTCGCGATCAGA 37

SRY &: 5" TAGAGCCATCTTGCGCCT 3°

Los oligonucledtidos SRY 6 (direccién 5° iniciando en el nucledtido (nt) 2,283) y
SRY 8 (direccién 3” iniciando en el nt 2,315) se emplearon exclusivamente para la

secuenciacion.
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FIGURA 4

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

PCR)

ddH,0
4
AMORTIGUADOR 10 X.
{

OLIGONUCLEOTIDOS (5” y 37) 0.5 uM
il

dNTP’s 80 pM
3

DMSO3 %
S

TAQ. POLIMERASA 2 U
J

ADN 0.3 uM
1
TEMPERATURAS
DE
¥

DESNATURALIZACION REASOCIACION
{94°C) (68°C)

S

PURIFICACION DE LOS PRODUCTQS DE PCR

EXTENSION
(72°C)



Secuenciacién Automitica

Las reacciones de secuenciacidn se realizaron mediante un estuche de Dye
Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer, New Jersey, USA}, el cual se basa en el
método descrito por Sanger e al., en 1977 con algunas modificaciones (Figura 5). Previa
a la secuenciaci6n, las muestras de ADN amplificadas se purificaron con un estuche de
GeneClean II (Bio 101, Inc., Vista, CA., USA). Se corté la banda de ADN incluida en
un gel de agarosa; ésta se disolvié a 55°C con una solucitn de TBE/loduro de sodio y se
adicions Glassmilk (en este paso se emplea la propiedad de unién de ADN al vidrio). El
ADN se lavé con una solucién salinafetanol para eliminar las impurezas y finalmente se
resuspendié en ddH,0; posteriormente, se llevo a cabo la secuenciacién automatica. En
wbos de microcentrifuga de 0.5 ml se llevé acabo la mezcla de reaccidn con:
amortiguador de secuencia 5X, mezcla de dNTP s, oligonucledtido a una concentracion
final de 9.5 uM (5” o 37), terminador colorido A, terminador colorido C, terminador
colorido G, terminador colorido T y AmpliTaq DNA Polimerasa, FS. Se aiiadié a esta
reaccién de mezcla 0.35 pg de ADN gendémico y ddH,O para un volumen final de 20 pl.
Se lievé a cabo la PCR de cada una de las reacciones de secuenciacion, con las
temperaturas de desnaturalizacién, reasociacién y extensién previamente estandarizadas.
Al finalizar la PCR, se procedié a la purificacion de los productos mediante ia
precipitacién con etanol y acetato de sodio. Las muestras se resuspendieron en un
amortignador de carga (formamida desionizada y EDTA 25 mM, pH 8.0, que contenia 50
mg/ml de azui dexirdn en una proporcién de 5:1 de formamida a EDTA/azul dextran), las

muestras sé 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 % (30 ml} que contenfa acrilamida al 40 %, 25 g de
urea, bisacrilamida : acrilamida (18:2), 3 mi de TBE 10 X, 16.87 ml ddH.O, 250 ut de
persulfato de amonio (NHSO,) al 10 % y 28 pl de N, N, N’, N’-
tetrametiletilenodiamina. Se aplicaron 4 pl por carril y se analizaron las mismas en el
secuenciador automitico Applied Biosystem 373 DNA Sequencer (Perkin Elmer, New

Jersey, USA).
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FIGURA 3

SECUENCIACION AUTOMATICA

AMORTIGUADOR DE SECUENCIA 5 X
\

MEZCLA DE dNTP s 0.5 uM
1

TERMINADORES COLORIDOS A, C, Gy T.
1

OLIGONUCLEQTIDO (576 37)
{
AMPLITAQ DNA POLIMERASA
4

DNA PURIFICADO 0.35 uM
{

PCR
{

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS MEDIANTE LA
PRECIPITACION CON ETANOL Y ACETATO DE SODIO
{

AMORTIGUADOR DE CARGA
1

GEL DE POLIACRILAMIDA AL 4.75 %
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Secuenciacién parcial del exén del gen SRY, del aminoécido 118 al 148.

Se observa que el paciente con DGM (B) presenta la misma secuencia que el

control (A).
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FIGURA 8
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VIIL. DISCUSION
- Se Hevd a cabo el estudio molecular en tres pacientes con DGM, asf como en dos
pacientes con diagnéstico de anorquia congénita.

La diferenciacién sexual masculina involucra una cascada de eventos iniciada por
la presencia y accién del gen SRY. Este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma
Y, adyacente a la region pseudoautosdmica y es el responsable de la diferenciacién de la
gonada temprana hacia testiculo. Se han reportado diversas mutaciones en este gen, que
pueden ser en sentido erréneo, sin sentido, cambios en el marco de lectura y deleciones;
dichas mutaciones impiden la diferenciacién de la gonada indiferenciada hacia testiculo y
dan lugar a reversion sexual masculina comple{:a o parcial (Cameron y Sinclair, 1997).

Con la caracterizacién del gen SRY como el FDT (Sinclair et al., 1990), se han
llevado a cabo esiudios moleculares de este gen para explicar la etiologia de diversas
alteraciones de la diferenciacién sexual. Una de las alteraciones en la traduccidn del sexo
cromosdmico al sexo gonadal, en Ja cual se han llevado a czbo dichos estudios es la
disgenesia gonadal (DG) 46,XY; éstos, han demostrado que la presencia de mutaciones
en ei gen SRY pueden dar lugar a esta entidad patoldgica. La mayoria de estas mutaciones
se encuentran en la caja HMG y alteran la funcion de la proteina SRY, interfiriendo con
el proceso de unién o doblamiento de Ia proteina al ADN o alterando su interaccion con
otros factores de transcripcion (Cameron y Sinclair, 1997). Asimismo, se han reportado
en sujetos con DG asf como también en mujeres 46,XY con funcidn ovérica parcial,
mutaciones fuera de la caja HMG (McElreavey ef al., 1992; Tajima et af., 1994; Kwok
et al., 1996, McElreavey et al., 1996; Veitia et af., 1997; Domenice et al., 1998; Brown

et al., 1998; Poulai et al., 1998).
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A pesar de que la mayoria de las mutaciones descritas en el gen SRY son de novo,
se han reportado afgunos casos de padres fértiles con hijas XY que comparten la misma
mutacion en el gen SRY (Berta er al., 1990; Hawkins ef af., 1992b; Schmiti-Ney e al.,
1995; Hines et al., 1997; Domenice ef af., 1998).

La disgenesia gonadal abarca un amplio espectro de condiciones clinicas
caracterizadas por un desarrollo anormal de la génada fetal. Dicha entidad patolégica
incluye al sindrome de Turner 45,X y sus variantes, la DGM y la DG 46,XX y 46,XY.
La titima abarca tanto la forma completa como la parcial. Excepto para la DG 46,XY
parcial, en la cual se forman testiculos disgenéticos bilaterales y en la DGM donde
generalmente presentan una estria gonadal y un testiculo contralateral y se observa un
fenotipo ambigiio (como se observé en los pacientes con DGM, Tabla 1), en las otras
entidades patolégicas siempre estd presente un fenotipo femenino y estrias gonadales
bilaterales (Berkovitz et af., 1991).

Asimismo, se ha descrito, en la literatura pacientes con DG 46, XY completa, en
los cuales se ha observado diferenciacion ovirica (Berkovitz ef af., 1991; Brown ef al.,
1998). Los pacientes con un cariotipo 45,X/46,XY presentan un amplio espectro clinico
que va desde el fenotipe masculino con testiculos disgenéticos hasta un fenotipo femenino
con estrias gonadales bilaterales y fenotipo de sindrome de Turner (Kofman-Alfaro et al.,
1982; Méndez et al., 1993).

Recientemente, se ha propuesto que los eventos tempranos que siguen la expresién
del Sry en el rawdn dan lugar a la organizacién topografica de diversos tipos de células
para el desarrotlo del testiculo. La proteina SRY debe regular miiltiples caminos de la

expresién del gen incluyendo aguellos que conwrolan los mecanismos morfogénicos
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(Martineau et al., 1997). Como ha sido propuesto por Cameron ef al., una mutacion
determmada en el gen SRY con un antecedente genético particular puede dar lugar a que
el SRY se exprese de forma suficiente para alcanzar el umbral requerido para la
diferenciacién testicular (Cameron y Sinclair, 1997).

Con base en todos estos antecedentes se llevd a cabo el estudio molecular en el
gen SRY en pacientes con diagnéstico de DGM y anorquia congénita; sin embargo, no se
enconiraron mutaciones en este gen.

La ausencia de mutaciones en el marco de lectura del gen SRY en los tres
pacicntes con DGM, asi como también en los dos pacientes con anorquia congénita
pudiese explicarse por la presencia de mutaciones en las regiones 370 37 no traducida de
este gen, como ha sido reportado en estudios previos (Cameron e al., 1998); o que
existan mutaciones en oitros genes autosémicos que actian “"corriente arriba " en la
regulacion del gen SRY, como es el gen WI7 (gen supresor del tumor de Wilms)
(Pelletier er al., 1991; MacLean et al., 1997) y SF-1 (factor esteroidogénico 1) (MacLean
et al., 1997; Luo X et al., 1994). Asimismo, s¢ han reportado mutaciones tanto en genes
ligados al cromosoma X como autosémicos, los cuales actfian "corriente abajo” al gen
SRY como es el DSS (gen de reversion sexual sensible a dosis) (Bardoni et al., 1994;
MacLean er al., 1997) y el SOX 9 (gen relacionado con la condrodisplasia campomélica)
(Bennett et al., 1993; Foster et al., 1994; Torres ef al., 1996; Maclean er al., 1997),
que pueden dar lugar a reversion sexual. En todas estas patologias se ha observado que
los individuos presentan un cariotipo 46,XY con un gen SRY sin alteraciones, estrias
gonadales, un fenotipo femenino o ambigiio y diversas alteraciones en otros drganos

involucrados en forma especifica.
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V. CONCLUSIONES

No se demostraron mutaciones a lo largo del marco de lectura del gen SRY en
pacientes con diagnéstico de Disgenesia gonadal mixta y con diagnéstico de Anorquia

Congénita.

El hecho de no haber detectado mutaciones en el marce de lectura de este gen, no
descarta la posibilidad de que estas existan en las regiones 5” y 3" no traducidas de ia
region promotora o bien, de que estas patologias puedan ser secundarias a alteraciones

en ofros genes que intervienen en la cascada de la diferenciacién sexual masculina.
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