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RESUMEN:

La pubertad retardada constitucional se diagnostica en pacientes que entran
espontaneamente en la pubertad a una edad cronoldgica mayor al limite
establecido como normal. Estos pacientes usualmente presentan una estatura
menor a la de individuos de su edad, pero su estatura y velocidad de crecimiento
suelen ser apropiados respecto a su edad dsea. Frecueniemente existen
antecedentes familiares de parientes en primer grado de pubertad retardada.

En el presente estudio se intentd correlacionar la presencia de -cuatro
polimorfismos previamente identificados en el gen del receptor de hormona
luteinizante (54 ins CTGCAG, AB72G, G935A y C1065T) con la ocurrencia de
pubertad retardada constitucional en varones.

El analisis de la distribucion de los alelos polimérficos en cuatro pacientes
con pubertad retardada constitucional y en cuatro controles con pubertad normal
mostré que los portadores de los polimorfismos de los exones 1 y 11 tienen
alrededor de tres veces mas prebabilidades de presentar retraso puberal que los
no portadores. Sin embargo, dada la reducida muestra de individuos considerados
en el estudio, no es posible descartar la posibilidad de que estos resultados sean

producto de! azar.



Antecedentes

Pubertad

Se considera a |a pubertad como una fase del desarrolio de la funcién hipotalamo-
hipofisiaria-gonadal, la cual inicia desde el periodo fetal y continda durante la
adolescencia y esta dirigida a alcanzar una plena maduracion sexual y la fertilidad
(Van Vliet, 1991). La adolescencia (del fatin adolescere, padecer o crecer)
comprende el lapso entre la presentacion de las primeras caracteristicas sexuales
secundarias y el pteno establecimiento de la madurez fisica (Wheeler, 1991).

Estos cambios ocurren gracias a la estimulacién de las génadas por parte
de las gonadotropinas hipofisiarias y al incremento en la produccion de esteroides
sexuales por estas glandulas. (Retter et al, 1982).

Aparentemente el aumento en la produccion de las gonadotropinas se debe
a un decremento en la sensibilidad del gonadostato en el hipotalamo a los
esteroides sexuales, que ejercerian sobre él una retroaccion negativa. Esta
reduccion de su inhibicion por el SNC, ademas del aumento de la secrecion
pulsatii de GnRH, desencadenarian el conjunto de sucesos que llamamos
pubertad. (Grumbach, 1975) (Rosenfield, 1991) (Bardin et al, 1981).

Los diferentes estadios del dasarrolio puberal han sido clasificados por
Marshall y Tanner (Marshall y Tanner, 1986). Esta clasificacion ha sido aceptada
mundialmente (Styne et al, 1979) y se basa en el varén en las siguientes
caracteristicas: volumen testicular, rugosidad, color y elongacion del escroto,
longitud y grosor del pene y cantidad, distribucion y caracteristicas del vello

pubiano. Para la mujer esta clasificacion considera el desarrolio mamario




{glandula y pezon) y del vello plabico. De acuerdo a las caracteristicas presentes
en un sujeto determinado, este podra ser clasificade desde un estadic 1 de
desarrollo genital (prepuber) hasta el estadio 5 (adulto normal) (Marshall y Tanner,
1986).

Durante la pubertad, las génadas se desarrcllan tanto en tamafio como en
sus funciones endocrina y reproductiva especializadas; por un lado, la produccion
total de esteroides sexuales aumenta progresivamente y por el otro se adquiere ia
capacidad reproductiva. Como consecuencia de esta produccidn aumentada de
esteroides sexuales, se desamollan las caracteristicas sexuales secundarias, se
incrementa el crecimiento y se hacen aparentes los cambios definitivos en la
composicion y proporciones del cuerpo (Van Vliet, 1991),

En los varones la pubertad se inicia al presentarse aumento del volumen
testicular. (Burr et al, 1970). El testiculo prepuberal tiene un volumende 1a 3 mly
unz longitud menor de 2.5 cm. El crecimiento puberal de los testiculos ocurre en
un periode promedio de alrededor de 4 afios y pasa de su volumen inicial hasta
alcanzar uno mayor a 15 ml. Morfoldgicamente este crecimiento se debe al
desarrollo de los tibulos seminiferos, estimulado por la accién de la FSH {Marshail
y Tanner, 1986).

Durante la pubertad el volumen medio del ovario aumenta de 1 a4 mi y los
ovarios adquieren un aspecto “megalocistico”, como reflejo de sus cambios
histologicos {Stanhope et al, 1985). El desarrollo sexual secundario de las nifias
implica el crecimiento de los genitales internos asi como el desarrollo mamario.
(Tanner JM, 1962). Estos cambio son ocasionados por la produccion de

estrogenos por parte del ovario y frecuentemente inician alrededor de los 8 afios



de edad (Salardi et al, 1985). El transito del inicio del estadio 2 hasta el inicio de la
fase 5 toma como promedio 4 afios. Los primeros signos clinicos son el aumenio
de volumen del monte pubiano, labio mayores y clitoris. La vagina aumenta su
longitud y el Gtero aumenta su tamafio a expensas del miometrio, el endometrio se
desarrolla rapidamente tras ocurrir la menarca, la cual en la mayoria de los casos
se presenta de 12 a 24 meses después del inicio del desarrollo mamario y
posterior al pico de crecimiento estatural (Marshal y Tanner, 1986).

El desarrollo sexual secundario en nifios comprende el desarrolio gonadal,
peneano asi como el crecimiento del vello pubico. Estos eventos son causados
por la produccion de andrégenos testiculares cuya primer evidencia clinica en un
98% de los casos es el aumento de volumen testicular, que se presenia
generalmente alrededor de los 9 afios de edad. El promedio de la duracion de
estos eventos, desde el estadio 2 al § es de 3.5 afios. igualmente se observa el
desarroilo del pene, da las vesiculas seminales, de la prc’)sta;ta y de las gtandulas
bulbouretrales. El crecimiento peneano se presenta de 16 a 18 meses después del
inicio del crecimiento testicular . El vello pibico aparece poco despues de que se
ha dado el inicio del desarrollo genital . El vello axilar aparece aproximadamente 2
afios después de la pubarca, mientras que el vello facial se manifiesta a una edad
media de 14.9 afios. El cambio de voz en el varon durante la pubertad se presenta
generalmente durante el pico de crecimiento estatural.

Durante la pubertad, la velocidad del crecimiento aumenta de manera
importante y el indice de maduracion esqueletica esta acelerado, lo que lleva a la
fusién de los cartilagos epifisiarios, por to que la pubertad puede ser considerada

como un evento de promocitn del crecimiento, ademas de un proceso limitante de



la talla final. La combinacion del aumento de los esteroides sexuales y de la
hormona de crecimiento parece ser responsable del pico de crecimiento estatural
(Wheeler MD, 1991).

La diferencia en la talla del adulto entre hombres y mujeres es debida en
parte al pico de crecimiento puberal que ocurre 2 afos después en los varonas en
quienes es tipicamente un evento tardio, ya que empieza durante el estadio 3 de
desarrollo y alcanza un maximo durante el estadio 4 (Tanner y Marshall, 1986).

En un estudio realizado en poblacién mexicana (Guizar-Vazquez, 1985) se
describié el desarrollo de caracteres sexuales secundarios por edad y talla en 669
nifios, de edades comprendidas entre 9 y 16 afios, valorados de acuerdo a los
criterios establecidos por Tanner, La edad promedio para el estadio 2 de
desarrollo genital (G2) fue de 12.07 £ 0.87 afios y para el estadio 2 de desarrollo

de vello pabico (P2) de 12.72 + 0.84 afios. La talla promedio para G2 fue de 1434

+ 66.53 mm y para P2 de 1494 + 71.19 mm,

Pubertad retardada:

El término pubertad retardada define la ausencia de manifestaciones fisicas
de maduracién sexual a una edad cronolégica 2.5 desviaciones estandar por
encima de la edad promedio de inicio de la pubertad en una poblacién especifica
(Williams). Tomando como base este crteric y de acuerdo a los estudios

realizados en nifios mexicanos, le edad critica es de 13.8 afios (Guizar-Vazquez,

1985).



Retardo constitucional del desarrollo y la pubertad:

Esta entidad se diagnostica en pacientes que entran espontineamente en la
pubertad a una edad cronolégica mayor al limite establecido como normal. Estos
pacientes usualmente presentan una estatura menor a Ja de individuos de su
edad, pero su estatura y velocidad de crecimiento suelen ser apropiados respecto
a su edad oOsea. Frecuentemente existen antecedentes en familiares de primer
grado de pubertad retardada. En esta entidad, la adrenarca y gonadarca
presentan retardo, mientras que en pacientes con deficiencia aislada de
gonadotrofinas la adrenarca se presenta a la edad esperada (Sklar et al, 1980)
{Counts et al, 1987).

En pacientes con retardo constitucional de la pubertad, la edad dsea se
correlaciona mejor que la edad cronolégica con la edad de inicio de los cambic
puberales. Estos pacientes tienen una edad dsea retrasada al momento del
diagnostico, pero al alcanzarse una edad osea equivalente a 12 a 14 afios para
nifios y de 11 a 13 para nifias, los estadios iniciales de maduracion sexual se
vuelven evidentes. Los niveles plasmaticos de hormonas gonadales suelen ser
bajos al momento del diagndstico, pero a medida en que la edad dsea avanza, los
niveles de gonadotrofinas y la secrecién pulsatil de LH se incrementan (Williams).

En su forma “pura”, 1a pubertad retardada constitucional es una variante
fisiolégica extrema de la velocidad normal de desarrollo, en contraparte con la
pubertad precoz constitucional verdadera. Los individuvos afectados alcanzan una
completa maduracidn sexual, pero el proceso es mas prolongado. Los pacientes

con talia baja familiar no presentan retardo en ia pubertad. Asi, la talla baja familiar



es una variante fisioldgica en la cual la velocidad del desarrollo y la edad Osea
son normales, mientras que la puertad retardada constitucional es una desorden
que secundariamente afecta al crecimiento {Link et al,1986).

Ocasionalmente, los individuos con pubertad retardada constitucional
presentan una talla normal. En estas circunstancias la tendencia genética para
estatura alta es considerablemente mayor respecto a aquellos con talla baja. En
estos casos, las decisiones diagnosticas y terapéuticas deben enfocarse al status
puberal.

Los pacientes con pubertad retardada constitucional frecuentemente no
alcanzan la estatura predicha (Crowne et al, 1990) (LaFranchi, 1991). Esto ha sido
atribuido a un crecimiento deficiente de la columna vertebral en relacion a la
longitud de las extremidades pélvicas, lo que resulta en proporciones eunocoides
cuando el sujeto alcanza la edad adulta. Mientras mas grande sea la
desproporcion de segmentos, mas cerca esta el paciente de la tala final predicha
{Albanese et al, 1993) (Albanese et al, 1995).

Las nifias con pubertad retardada constitucional acuden con menos
frecuencia que los varones a una evaluacién médica, pero suelen presentar
también tallas suboptimas. Dado que en ellas el diagnéstico puede ser mas tardio
y sus tallas predichas calculadas a una mayor edad, es mas frecuente que
alcancen su altura predicha pero no la 6ptima (Crowne et al, 1990}.

Los pacientes masculinos con antecedente de pubertad retardada
constitucional presentan una densidad mineral en el cuello del fémur alrededor de
una desviacién estandar debajo de los valores normales, lo cual incrementa el

riesgo de sufrir fracturas osteoporoticas. (Finkelstein et al, 1992).



Hipogonadismo Hipogonadotrépico: Infantilismo Sexual Relacionado a
Deficiencia de Gonadotropinas:

Cualquier deficiencia en la secrecion pulsati de LHRH y la resultante
deficiencia de LH y FSH, provoca infantilismo sexual,

La deficiencia de LHRH puede ser secundaria a un defecto no detectado
hasta la edad en que se esperaria el inicio de la pubertad puede ser, por ejemplo,
debida a un tumor, proceso inflamatorio, lesidn vas_oular o0 frauma. La deficiencia
de LHRH puede ser cuantitativa (absoluta o relativa) o cualitativa y especialmente
en mujeres, puede involucrar anomalias en la amplitud o frecuencia de los pulsos
de LHRH o en ambos. La deficiencia de genadotrofinas puede resultar de lesiones
que afecten directamente a la glandula pituitaria. Cuando también se encuentra
una disminucion de GH, la velocidad de crecimiento disminuye y la estatura es
corta. En contraste con los sujetos con retardo constitucional del crecimiento y la
pubertad, los pacientes con deficiencia de gonadotropinas no tienen una respuesta
normal a la estimulacion con LHRH ni un perfil pulsatit de LH incongruente con la
edad oOsea. Ademas, los niveles de LH y FSH plasmaticos y urinarios son

frecuentemente bajos. (Crowley et al, 1985) (Spratt et al, 1987).

Histiocitosis de Langerhans (Enfermedad de Hand-Schiiller-Christian o
Histiocitosis x). Actualmente se considera a este padecimiento una proliferacién
clonal de los histiocitos de Langerhans ¢ sus precursores, caracterizado por
infiltracidn de estas células en piel, visceras y huesos. Diabetes insipida,

deficiencia de GH o pubertad retardada pueden resultar de la infiltracion del




hipotdlamo ylo hipofisis. Pueden existir lesiones Oseas quisticas en craneo,
costillas, pelvis y escapula, en huesos largos de las extremidades y en la espina

dorsolumbar (Lavin et al, 1993) (Egeler et al, 1995}.

Lesiones Inflamatorias Postinfecciosas del SNC, Anormalidades Vasculares
y Trauma Craneoencefilico. Son causas inusuales de hipogonadismo
hipogonadotrdfico que ocasionalmente se han asociado a granulomas
tuberculosos o sarcoidéticos. La hidrocefalia también puede causar pubertad

retrasada, la cual revierte tras la descompresion (Asherson et al, 1965) (Fiedler et

al, 1975).

Radiacion de la Cabeza. La radiacion como tratamiento para tumores del SNC o
feucemia puede condicionar una falla hipotalamo-hipofisiaria. La deficiencia de
gonatrofinas después de ia de GH, es el defecto mas comun por lesiones de este

tipo (Hokken-Koelega et al, 1993) (Sttuberfield et al, 1995).

Defectos del Desarrollo. L.os defectos de linea media de la cabeza y el SNC se
encuentran asociados a multiples deficiencias endocrinas, como sucede en la
displasia septo-ptica, caracterizada por afeccion del nervio optico, nistagmo
pendular o incluso ceguera, Este defecto, ademas de ofros como la

holoprosencefalia pueden causar deficiencias de todas las hormonas hipofisiarias

(Perrone et al, 1994) (Elias et al, 1994).
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Deficiencia Aislada de Gonadotropinas:

Puede presentarse en forma familiar o aislada. Los pacientes alcanzan una
estatura apropiada para su edad, dado que sus niveles de esteroides gonadales
son bajos para provocar la fusidn de las epifisis y asi desarrollan una mayor
longitud de sus extremidades superiores en comparacién con las inferiores. Sin
tratamiento llegan a ser adultos altos. Se ha descrito en el ratdon hpg/hpg una
forma autosémica recesiva debida con delecion del gen LHRH (Richards et al,

1994).

Sindrome de Kallman: Es una condicién genéticamente heterogénea y se
caracteriza por hipogonadismo hipogonadotropice debide a deficiencia de LHRH
ademas de alteraciones de la olfacidn secundarias a displasia o agenesia de los
bulbos y/o tractos olfatorios. Los afectados presentan generalmente un habito
eunuccide y defectos de la linea media. Menos frecuentemente se observan
trastornos convulsivos, acortamientc de metacarpianos, pie cavo, hipoacusia
neurosensorial, ataxia cerebelar, movimientos cculares anommales aplasia o
displasia renal unilateral y menos frecuentemente bilateral y sinquinesia de
extremidades superiores. La forma ligada a X se ha mapeado en Xp22.3, en el
locus del gen KAL1, que escapa a la inactivacion del X y codifica una proteina con
funcidn de adhesién neural extracelular, posiblemente involucrada en la migracion
de las neuronas LHRH al hipotadlamo. Se han descrito una gran variedad de
mutaciones y deleciones del gen y ocasionalmente la enfermedad se ha asociado
a ictiosis ligada a X, condrodisplasia punctata y retraso mental en un sindrome de

genes contiguos. (Kallman et al, 1994) (Ballabio et al, 1989).
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Deficiencia asilada de LH: También llamada sindrome del eunuco fertil, esta
caracterizada por produccién deficiente de testosterona asociada a grados
variables de espermatogénesis. En la mayoria de los casos, la deficiencia
hormonal es incompleta. Esta condicién puede ser idiopatica (se han descrito
casos raros con mutacion de la subunidad de la LH)u ocasionada por neoplasias

hipotalamicas. El tratamiento con GCH, mejora la espermatogénesis (Weiss et al,

1992).

Deficiencia Aislada de FSH: Puede estar causada por una produccion deficiente
de la subunidad beta de la FSH. Se han descrito casos en los que existe
feminizacién normal o con infantilismo sexual, ya que aun niveles bajos del FSH o
de actividad del receptor de FSH pueden ser suficientes para mantener la

secrecién de estradiol e inducir ta pubertad. (Aittomaki et al, 1995).

Enanismo hipopituitario idiopatico.

Es causado generalmente por deficiencia de factores de liberacion hipotalamicos.
Algunos pacientes con deficiencia aislada de GH desarrollan pubertad espontanea
cuando su edad 6sea alcanza un estadio puberal de 11 a 13 afos, lo que no
sucede en pacientes con deficiencia aislada de gonadotropina. La estatura al inicio
de la pubertad y la estatura en relacion con la edad 6sea determinan la estatura
final. Se han demostrado malformaciones del tallo de la hipofisis por RM, asi como

asociacién con distrés perinatal. Las formas familiares de deficiencias miltiples de
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hormonas hipofisiarias con herencia autosémica recesiva o ligada a X son las

menos comunes (Goodman et al, 1968).

Condiciones variadas:

Sindrome de Prader-Willi: Se caracteriza por hiperfagia, obesidad e intolerancia
a los carbohidratos, desde la infancia se nota hipotonia, letargo, actividad
disminuida in utero, retraso mental de leve a moderado, manos y pies pequefios,
facies caracteristica con ojos almendrados, boca triangular, frontal estrecho. La
estatura es baja a los 15 afios de edad con pubertad retardada e hipogonadismo
causados por disfuncion hipotalamica a pesar de la adrenarca temprana. Raras
veces se presenta en forma familiar. 70% de los pacientes presentan una delecion
paterna en 15q11-13, mientras que 20-25% presentan disomia uniparental
materna. En 2-5% de los casos se ha detectado un defecto en el centro de
impronta, y se ha propuesto un gen candidato para esta regién, denominado
snRPN {(polipéptido SmN asociado a ribonucleoproteina pequefio nuclear). SnRPN
estad implicado en el splicing de RNAm expresados en encéfalo incluyendo el
hipotdlamao y se piensa que es un gen critico para esta enfermedad (Ozgelik et al,

1992).
Sindromes de Laurence-Moon y Bardet-Biedl: Ambos sindromes son

autosdmicos recesivos y presentan refinosis pigmentosa e hipogonadismao. El

sindrome de Laurence-Moon presenta ademas paraplejia espastica, mientras que
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el Bardet-Bied! se asocia a polidactilia y obesidad. El sindrome Biemond Il es una

variedad que presenta ademas coloboma de iris (Laurence y fMoon, 1866).

Deficiencias Funcionales de Gonadotropinas: Otras causas de pubertad
retardada son la malnutricion y las enfermedades sistémicas cronicas como la
enfermedad pulmonar crénica, fibrosis quistica, enteritis regional, hemofilia,
talasemia, enfermedad de Cronh, insuficiencia renal cronica, neoplasias,
leucemias, hipotiroidismo, diabetes mellitus y enfermedad de Cushing. En general
la pérdida de peso de cualquier causa de menos del 80% del peso ideal respecto
a la estatura pueden llevar a deficiencia de gonatropinas y niveles bajos de leptina.
Se ha establecido una relacién entre actividad fisica y anomalias de la pubertad.
El entrenamiento por si mismo parece inhibir el pulso generador de LHRH, efecto
que puede estar mediado por vias opidérgicas endogenas que involucran
endorfinas. Las atletas que inician con entrenamiento previo a la pubertad
presentan retraso en la menarca y pueden desarrollar osteopenia por
hipoestrogenismo crénico. En los hombres se presentan niveles de testosterona
bajos y respuesta disminuida a LHRH asi como decremento en amplitud y

frecuencia del pulso espontanec de LHRH (Maki et al, 1988) {Landon et al, 1984)

{Chaussain et al, 1987).

Hipogonadismo Hipergonadotropico: Infantilismo Sexual con Trastornos

Gonadales Primarios:

Sindrome de Klinefelter o Disgenesia Tubular Seminifera y sus variantes: Las

caracteristicas invariables son: testiculos son pequefios, alteracién de la

14



espermatogénesis y un fenotipo masculino con ginecomastia y proporciones
eunucoides. Los niveles de gonadotropinas estan elevadas postpuberalmente,
pero con niveles puberales normales Los niveles de testosterona son normales
hasta los 14 afos. (Klinefelter, 1942). Después de la pubertad se desarrolla
hialinizacién y fibrosis de los tubulos seminiferos. El inicio de la pubertad
usualmente no esta retrasado, pero la disminucién de las reservas de las células
de Leydig y los niveles bajos de testosterona podrian retrasar los cambios
puberales. En estos pacientes, el cariotipo mas comun es 47, XXY seguido de
mosaicos 46, XY/ 47, XXY. El riesgo de cancer de mama es 20 veces mayor que

en varones normales (Salbbenblat et al, 1985) (Plymate et al, 1983).

Otras causas de Falla Testicular Primaria:

Agentes quimioterapéuticos:

Estos agentes pueden causar dafio a las células de Sertoli y a las células
germinales en pacientes prepuberales. El dafio puede ser reversible, pero la
concentraciones de FSH y LH elevadas indican persistencia de dafio gonadal. La
radiacién de las gonadas puede causar dafio testicular primario manifestado por
azoospermia aunque los niveles de testosterona pueden ser nommales en
asociacion con niveles de LH y FHS elevados {falla de células de Leydig

compensada) (Penso et al, 1974).

Defectos Biosintéticos testiculares: El pseudohermafroditismo masculing
causado por deficiencia de 17 hidroxilasa o de 17,20 liasa esta asociado con

infantilismo sexual y fenotipo femenino. El defecto bloquea la sintesis de
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testosterona y androgenos adrenales y afecta la masculinizacion en todos los
estadios del desarrollo. La deficiencia de la proteina esteroidogénica aguda
(STAR) resulta en un defecto en el transporte del colesterol dentro de la
mitocondria, con lo cual existe deficiencia parcial o total para la esteoidogénesis,
que se manifiesta por pseudohermafroditismo masculino y ausencia de desarrollo

sexual secundario en mujeres (Bose et al, 1997) (Fujeda et al, 1997).

Resistencia a la LH: Esta causada por una anomalia en el receptor de LH en la
célula de Leydig. Es un trastomo autosoémico recesivo debido a mutaciones en el
gen que codifica al receptor transmembranal LH/hCG acopiado a proteinas G en

individuos 46, XY que origina una forma de pseudohermafroditismo masculino.

(Wrinkler et al, 1993).

Anorquia y Criptorquidia: En los varones 46, XY sin testiculos palpables es
importante determinar si hay tejido testicular presente. La condicion puede
deberse a testiculos intraabdominales gue tiene un afto riesgo de degeneracion
maligna o a anorquia, en la que no se encuentran las génadas por laparotomia o
bien a testiculos retractiles. La pubertad se verd retrasada en proporcion inversa a
la funcién testicular residual, cuya potencialidad depende del tratamiento
quinargico o médico empleado. La orquidopexia postpuberal se asocia con una alta

prevalencia mayor al 85% de azoospermia u oligospermia (Lee, 1993).

Sindrome de Disgenesia Gonadal y sus variantes {Sindrome de Turner):



Es la causa de hipogonadismo hipergonadotropico en mujeres. Esta entidad se
caracteriza por talla baja, infantilismo sexual, asociados varias anomalias
somaticas. El cariotipo mas frecuente es 45, X. Sin embargo el cuadro dlinico
puede estar modificadc por mosaicismo o anomalias estructurales de un
cronmosoma X o Y (Rosenfeld, 1991).

El sindrome puede ser reconocido al nacimiento por higromas del cuello,
linfedernas de las extremidades, micrognatia, ufias displasicas, paladar alto,
pliegues epicanticos, ptosis, orejas de implantacién baja o displasicas, cabello de
implantacion baja, térax ancho, teletelia, acortamiento de cuartos metacarpianos,
cubitus valgus, nevos pigmentados abundantes.

La inteligencia es nomal, aunque puede haber afeccién de la coordinaciéon
visomotora, espaciotemporal y habilidad matematica, asi como problemas de
ajuste social. Se ha postulado que un gen matemo improntado juega un papel
importante en las diferencias de comportamignto social entre hombres y mujeres y
transtornos del desarmollo (Skuse et al, 1997). El patrén de crecimiento es anormal
y estd determinado por la pérdida de un gen (SHOX o PHOG) en [a region
pseudoautosdmica de los brazos cortos de X e Y (Carr y Gedeon, 1997).

El patrdn bifasico de la secrecion de genadotropinas en la nifiez esta por arriba de
o normal del nacimiento a los 4 afios y después de los 10 afios. La aparicion de
caracteres sexuales secundarios estd retrasada. Las gonadas atréficas son la
causa de infantilismo sexual; en cerca del 10% de los casos, puede ocurrir

pubertad, menarca, y raramente embarazo.
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El mosaicismo y las anomalias estructurales estan asociadas con un fenotipo
menos severo. La pérdida de todo o parte de! brazo corto del X lleva a los

hallazgos fisicos de disgenesia gonadal ( Warburton et al, 1980).

Otras Causas de Falla Ovarica Primaria:

La Radioterapia y los Agentes Citotéxicos: El dafio ocasionado por estos
agentes puede ser una causa de falla ovérica primaria. Es aconsejable ubicar
quirirgicamente a los ovarios para colocarlos fuera del campo de radiacion, pues
la dosis estandar de radiacion provocan esterilidad en 30% de mujeres jovenes y
en 100% de mujeres mayores. El uso de procarbazina, carmustina y lomustina

para el tratamiento de tumores cerebrales esta asociado a falla gonadal primaria

(Thibaud et al, 1992}.

Oocforitis Autoinmune: 36% de las mujeres con sindrome poliglandular
autoinmune presentan falla ovérica antes de los 20 afios, mientras que 4% de los
varones afectados por esta entidad presentan falla testicular a esa edad. Se han
detectado anticuerpos en contra de enzimas esteriodogénicas, algunos en contra

de tejidos especificos, mientras que otros reaccionan aparentemente contra

cualquier célula (Hoek et al, 1997).

Disgenesia gonadal XX por mutaciones del gen de receptor de FSH: Es una
entidad autosémica recesiva debida a una mutacién en el dominio extracelular del

receptor de FSH en mujeres con retardo de la pubertad, amenorrea primaria,
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niveles elevados de gonadotropinas y una detencion de los foliculos ovaricos en la

etapa de foliculo primario (Aittomaki et al, 1995).

Sindrome de Noonan: Esta caracterizado por cuello alado, ptosis, fisuras
palpebrales dirigidas hacia abajo, orejas de implantacién baja, estatura corta,
cubitus valgus y linfedema. Las mujeres tienen funcidn ovarica normal, los
hombres pueden tener criptorquidia, aplasia o hipoplasia germinal y funcion
disminuida de las células de Leydig. Se hereda en forma autosdémica dominante.
La incidencia es estimada de 1/1000 a 1/5000. Alrededor de la mitad de los

pacientes presentan mutaciones nuevas (Elsawi et al, 1994).

Receptor de LH

La reproduccion en los mamiferos es dependiente de la liberacion pulsétil de las
gonadotrofinas hipofisianias (LH y FSH), hormonas que actian juntas regulando la
funcion gonadal. Los efectos biolégicos de estas hormonas incluyen la
estimulacién de la maduracion y funcidn testicular y ovarica ademas de la
regulacion de la gametogénesis y esteroidogénesis (Catt y Dufau, 1991). En el
testiculo, la LH actia a través de receptores membranales en las células de
Leydig, manteniendo los procesos metabdlicos generales y las enzimas
esteroidogénicas y regulando la produccién y secrecién de andrégenos (Dufau,
1980). Los receptores testiculares de LH son expresados durante la vida fetal,
posnatal, durante la pubertad y a través de la vida adulta.

En el ovario, la LH promueve la maduracién de las células foliculares.

Después de los efectos inductores iniciales de la FSH y LH en los faliculos
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pequefios y medianos, la LH promueve los estadios subsecuentes del desarrollo
folicular y fa esteroidogénesis en las células de la granuiosa y luteinica (Richards
y Hedin, 1988). La LH dispara la ovulacion, promoviendo la ruptura de! foliculo
preovulatorio y la liberacion del ovocito. El receptor de LH no es detectable en el
ovario fetal, pero es expresado en la vida neonatal temprana. La gonadotrofina
coridnica humana es sintetizada y secretada por las celulas del sinciciotrofoblasto
desde la etapa de la implantacion, mantiene la secrecion de estrégeno vy
progesterona por el cuerpo liteo durante el embarazo (Catt y Dufau, 1991).

La gonadotrofina corionica humana es estructuralmente similar a la LH y se
une con gran afinidad a! receptor de LH en la superficie de las células en los
tejidos blanco.

Las hormonas glucoproteicas hipofisiarias y placentarias (LH, GCH,FGH Y
TSH) son heterodimeros que contienen una subunidad o comdn y una subunidad
B distintiva que les confiere especificidad biologica a cada una de las hormonas
individuales. Ambas subunidades estan unidas por interacciones no covalentes
estabilizadas por un motivo lamado giro p cisteina, que forma un “cinturén” que
circunda al segundo giro de la subunidad a (Lapthom et al, 1994) (Wu et al, 1997).

Estructuralmente, las hormonas glicoproteicas son miembros del
superfamilia de factores de crecimiento de tipo de knot de cisteina, que incluye al
factor de crecimiento nervioso y al factor de crecimiento transformante p. En
contraste con otroé miembros de esta familia, las hormonas glucoproteicas, se

asocian con sus receptores solo como heterodimeros. Los receptores para
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gonadotropinas unen al heterodimero, en tanto que las subunidades individuales
no muestran afinidad significativa (Catt y Dufau, 1980).

Ef receptor de LH pertenece a una subclase de los receptores de hormonas
glicoproteicas que incluye a los receptores de LH, FSH y TSH. La expresion de!
receptor de LH es inducida por FSH y por la misma LH (Catt y Dufau, 1991)
(Dufau, 1990) (Saez, 1994). Sin embargo, la hormona de crecimiento, por si

misma o con la prolactina contribuye con la expresion del receptor y previene su

perdida tras la hipofisectomia. (Catt et al, 1980).

Cuadro1 : Secuencia del cDNA del receptor de LH y su traduccion en los tres
marcos de lectura.

1 ATG AAG CAG CGG TTC TCG GCG CTG CAG CTG CTG AAG CTG CTG CTG CTG CTG CAG CCG CCG 60
1M K Q R F 5 A L Q L L K L L L L L Q P P 20
. -3 -3 G S R R [ s C - 5 c < [ [ € s R R
E A A v L G A A . A E A A A A A A A A A
61 CTG CCA CGA GCG CTG CGC GAG GCG CTC TGC CCT GAG CCC TGC AAC TGC GTG CCC GAC GGC 120
21 L P R A L R E A L c 13 E P Cc N C v P #] G 40
[ H E R [ A R R S A L 1 P A T A c P T A
A T S B A R G A L P - A L Q L R A R R R
121 GCC CTG CGC TGC CCC GGC CCC ACG GCC GGT CTC ACT CGA CTA TCA CTT GCC TAC CTC CCT 180
41 A L R [ P G P T A G L T R L 5 L A Y L P &0
P Cc . A P A 14 R P v s L D Y H L P T 5 L
P A L P R P H G R 5 H 5 T I T C L P P c
1891 GTC AAR GTG ATC CCA TCT CAA GCT TTC AGA GGA CTT AAT GAG GTC ATA RAA ATT GAA ATC 240
81 v ¥ v 1 P 5 Q A F R G L N E v I K I E 1 80
5 X * S H 1 K L 5 E D L M R S * K L K 5
Q S D P 1 5 s F Q R T . * G H K N * H L
241 TCT CAG ATT GAT TCC CTG GAR AGG ATA GAA GCT AAT GUC TTT GAC AAC CTC CTC AAT TTG 100
Bl 5 Q 1 D 5 L E R I E A N A F D N L L N L 100
L R L I P W K G * K L M P L T T -1 S I C
S D * F P G K D R s * c L - 0 P P Q F v
301 TCT GAA ATA CTG ATC CAG AAC ACC AAA AAT CTG AGA TAC ATT GAG CCC GGA GCA TTT ATA 160
101 8 E I L I Q N T X N L R Y 1 E P G A F 1 120
L K Y . s R T P -4 I * D T L 5 P E H L *
* N T D P E H Q K 5 E I H * .} R 5 1 Y K
361 AAT CTT CGC CGA TTA AARA TAC TTG AGC ATC TGT AAC ACA GGC ATC AGA AAG TTT CCA GAT 420
121 N L P R L K Y L s I C N T G I R K F P D 140
T F P D . N T . A 5 v T Q A s E 8 F Q M
5 5 P I X 1 L E H L * H R H Q K v 5 R C
421 GTT ACG AAG GTC TTC TCC TCT GAA TCA AAT TTC ATT CTG GAA ATT TGT GAT ARC TTA CAC 480
t41 ¥ T K Vv F s 5 E S N F ¥ L E I cC P N L H 160
L R R 5 5 P L N Q I 5 F W K F v I T Y T
Y E G L L L - I K F H E) G N L - * L T H
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181 ATA ACC ACC ATA CCA GGR RAT GCT TTT CAR GGG ATG ART RAT GAA TCT GTA ACA CTC AAA 540
1611 T T I P G ¥ A F QO G M N ¥ E 5 V¥V T L K 180
- P P Y 0 E M L F K G * 1 M N L * H S N
N # B T R K € F % ®r 0 E * . I C N T Q0 T
541 CTA TAT GGA AAT GGA TTT GAA GAR GTA CAR AGT CAT GCA TTC AAT GGG RCG ACA CTG ACT 600
181L Y € N G F E E Vv @ § ® A F N G T T L T 200
vy M E ¥ » L K K Y K Vv M H S M &6 R H ° L
I ¥ ¥ ¥ I * ® § T K s ¢ I ¢ w p D T D F
601 TCA CTG GAG CTA AAG GAR AAC GTA CAT CTG GAG RAG RTG CAC AAT GGA GCC TTC CGT GGG 560
2008 L E L K E ™M ¥ H L E K M H ¥ G A F R G 220
H ¥ § * R K T Y 1 W R R € T M E P 8§ V &
T 6 A K © kK R T S G E D A 0 W S$ L P W G
661 GCC ACA GGG CCG AAA ACC TTG GAT ATT TCT TCC ACC AAA TTG CAG GCC CTG CCG AGC TAT 720
2210A T 6 P K T L B I S S T XK L @ A L P 5 ¥ 240
P 0o ¢ R X P W 1 F L P P ¥ C R P C R A M
4 R R E N L & ¥ F F ¥ 0o I A & P A E L WM
721 GGC CTA GAG TCC ATT CAG AGG CTA ATT GCC ACG TCA TGC TAT TCT CTh AAA AAA TTG CCA 780
2416 L E § 1 © R L ! a T S§ § ¥ s L K K L P 260
A * S P F R G * L P R H P I L * K N C H
P R Vv H § E A N € H VvV I L F s K K I A I
781 TCA AGA GAA ACA TTT GTC AAT CTC CTG GAG GCC ACG TTG ACT TAC CCC AGC CAC TGC TGT 840
215 R E T F % N L L E A T L T ¥ ® § H C c 280
9 E K H L 5 I 5 W R P R * L T P .Y T A v
XK R N 1 € o s P G 6 H v D L P ¢ P L L C
941 GCT TTT AGA AAC TTG CCA ACA AAA GAR CAG AAT TTT TCA CAT TCC ATT TCT GAR AAC TTT 900
241A F R N L B T K& E ©@ N F s H®H s I S E N F 300
L L E T € @ © kK ®w R I F H I P F L X T F
F * K L R ® K R T E F F T F H F * K L F
901 TCC ARA CAR TGT GAR AGC ACA GTA AGG AAR GTG ART ARC AAA ACR CTT TAT TCT TCC ATG 960
381s K © € E & T ¥ R X V ¥ N K T L Y S 5 M 320
P ¥ H v K A @ * 6 K * 1 T K H F I L P C
g T M * X HE s kK E s & * o ¥ T L F F H A
961 CTT GCT GAG AGT GAA CTG AGT GGG TGG GAC TAT GAA TAT GGT TTC TGC TTA CCC ARG ACA 1020
31, A E & E L S5 G W D Y E Y G F © L F K T 340
L L R ¥ ® * V¥V A G T ¥ N M V § A Y F R H
¢c + & * T E W L & L ¥ I W F & L T © D T
1021 €CC CGA TGT GCT CCT GAA CCA GAT GCT TTT AAT CCC TGT GARA GAT ATT ATG GGC TAT GAC 1080
41 R € A P E P D A F N P C E D I M G ¥ D 360
P b vV L L N @G ® L L I P VvV K I L W A M T
P M C $ * T R C F * S5 L * R ¥ Y &6 L * L
1081 TTC CTT AGG GTC CTG ATT TGG CTG ATT AAT ATT CTA GCC ATC ATG GGA ARC ATG ACT GTT 1140
3t f L R VvV L I W L I w 1 L A I MW G N M T Vv 380
s« L & § * ¥ G * L 1 F * P S5 W E T * L F
p + ¢ P D L A D * Y 5 § H H G kK H D [
1141 CTT TTT GIT CTC CTG ACA AGT CGT TAC ARA CTT ACA GTG CCT CGT TTT CTC ATG TGC AAT 1200
%8t L F v L L T S R Y K L T V¥V P R F L M € N 400
§ L F S * @ Vv v T N L Q € L VvV F S c A I
F ¢ 8 P D K § L @ T Y s A S F S ¥ v Q s
1201 CTC TCC TTT GCA GAC TTT TGC ATG GGG CTC TAT CTG CTG CTC ATA GCC TCA GTT GAT TCC 1260
401, s F A D F C W 6 L ¥ L L L I A s Vv D 8§ 420
s p L © T F a ®w &6 s I € ¢ S * P Q@ L 1 P
L L ¢ R L L H 6 A L S A A R S L 5 - F P
1261 CAR ACC MAG GGC CAG TAC TAT AAC CAT GCC ATA GAC TGG ChG ACA GGG AGT GGG TGC AGC 1320
4219 T K G © Y Y N H A I o w @ T G s & C 5 440
K P R A § T I T ¥ P * T G R ¢ 6 VvV G A &R
N ¢ G P ¥ L * P C H R L A D R E W VvV 0 H
1321 ACT GCT GGC TTT TTC ACT GTA TTC GCh AGT GRA CTT TCT GTC TAC ACC CTC ACC GTC ATC 1380
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El receptor de LH es una glicoproteina, constituida por una sola cadena
polipeptidica de 674 aminoacidos tiene un peso molecular de 75kDa. Consta de
tres dominios principales: 1) El dominio extracelular que posee seis sitios
potenciales de glicosilacion y catorce copias de una secuencia imperfectamente
repetida de atrededor de 25 aminoacidos similar a un motivo llamado “repetido rico
en leucina”, el cual aparentemente estd involucrado con interacciones con
superficies hidrof6bicas e hidrofilicas, una funcién que puede ser importante para
su activacién; 2) el dominio transmembranal estd constiluido principalmente por
residuos aminoacidicos hidréfobos cruza al membrana siele veces y posee
secuencias similares a los receptores de proteinas G; 3) el dominio intracelular y
las asas que conectan las hélices transmembranales contienen numerosos

residuos de serina, treonina y tirosina, los cuales son sitios potenciales de

fosforilacion {Figura 1).
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Figura 1: Se muestra la secuencia de aminoacidas del receptor de LH.
Las divisiones entre los exones (numerados del { al 11) estan indicadas por
lineas verticales. Los aminoacidos de! péptido sefial se encuentran
sefialados por hexagonos y los del péptido maduro en circulos. Los
aminoscidos que participan en la unién con el ligando estan sefalados por
triangulos y aquellos relevantes para la transduccién de sefial se sefalan
mediante cuadrados. Los residuos de cisteina necesarios para la unién se
indican mediante circulos sombreados en los exones 1, 5 y 6. Las flecha
oscuras sefialan sitios funcionales de glicosilacidn en los aminoacidos 152 y
173. Las flechas claras indican otros sitios consenso de glicosilacién (Dufau,

1990).
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Figura 2: Diagrama mostrando la interaccién del receptor con su ligando
(Protein Database 2001).

Se han encontrado mitiples especies de RNAm del receptor LH/CG. En los
ovarios de rata se detectaron las especies 6.7, 4.3, 2.6 y 1.2 kb, siendo éste dltimo
el menos abundante y el 6.7 el mas detectable. En los testiculos se detectan
ademas transcritos de 1.6 y 2.8 kb. A pesar de la heterogeneidad de los
transcritos de RNAm, todas las células gonadales expresan una proteina de 85-93
kDa como ¢! unico ( o al menos el mas abundante ) receptor LH/CG de superficie.

A pesar de que la mayoria de los investigadores estén‘de acuerdo en que
ol cAMP es el medidor principal de las acciones del receptor de LH/CG en células

gonadales, existen reportes respecto a la posibilidad de que otros segundos
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mensajeros tales como inositol fosfatos, diacilglicerol y Ca++ se encuentren

involucrados (Dufau, 1990).
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Cuadro 2: Mutaciones por sustitucion de nucleétidos reportadas
receptor de LH.

en el

354
373
398
457
542
545
554
564
568
571
572
575
577
578
578
578
581
593
616
625

TGAA-AAA
GCC-GTC
ATG-ACG
CTC-CGC
aATT-CTT
TGCt-TGA
TCGA-TGA
GAT-GGT
GCT-GTT
ATGg-ATA
GCA-GTA
CATC-CTC
ACC-ATC
GATt-GAA
GAT-GGT

CGAT-TAT

Glu-Lys
Ala-val
Met-Thr
Leu-Arg
lle-Leu
Cys-Term
Arg-Term
Asp-Gly
Ala-Val
Metle
Ala-Val
lle-Leu
Thr-lle
Asp-Glu
Asp-Gly

Asp-Tyr

CTGC-CGC Cys-Arg

TGCC-CCC Ala-Pro

TCT-TAT

ATA-AAA

Ser-Tyr

lle-Lys

Codén Nucledtido Aminodcido Fenotipo

Hipoplasia de células de Leydig
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Hipoplasia de célﬁ!as de Leydig
Hipoplasia de células de Leydig
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Pubertad precoz masculina
Hipoplasia de células de Leydig
Hipoplasia de células de Leydig

Hipoplasia de células de Leydig
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MUTACIONES DEL RECEPTOR DE LH

Las mutaciones activadoras del receptor de LH/CG afectan principalmente a
ios varones. Una activacién constitutiva de este receptor provoca estimulacion de
las células de Leydig en las etapas fetal y prepuberal en ausencia de LH, lo cual
resulta en niveles altos de testosterona y desarrolio puberal a edades muy
tempranas. Esta condicién autosdmica dominante es llamada “pubertad precoz
familiar limitada a varones” {PPFLV) o “testotoxicosis™. Los casos esporadicos
causados por mutaciones nuevas son catalogados como “pubertad precoz
esporadica limitada a varones” (PPELV) (Shenker et al, 1993).

Hasta la fecha se han reportado 11 sustituciones de una sola base en el
exén 11 del gen del receptor de LH/CG en 72 familias con pubertad precoz
limitada a varones. Estas substituciones causan mutaciones de sentido
equivocado en las hélices transmembranales Il, V y VI o en la tercer asa
citoplasmica. La mayoria de la mutaciones (7/11) se encuentran en el la hélice VI.
Con la excepcitn de la sustituciéon de isoleucina por leucina en la posicion 542, el
resto de la mutaciones resultan en sustituciones de aminoacidos conservados en
los receptores para LH, FSH y TSH, lo cual sugiere que estos aminoacidos
pueden jugar un importante papel en la actividad bioldgica de estos receptores. La
mutacidn mas comln es Asp578Gly, que afecta a la hélice transmembranal V| y
representa el 67% de las mutaciones encontradas. Esta mutacion es responsable
del 76% de los casos de PPFLV y de 40% de los casos de PPELV. Las
mutaciones Met398Thr, lle542Leu, Ala572Val, lled75Leu y Asp578Gly se
encuentran tanto en PPFLY como en PPELVY. Se ha determinado que pacientes

con origenes étnicos no caucasicos parecen tener un riego relativo mayor de
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presentar mutaciones raras. Existen 3 familias con PPFLV en las cuales no se
identificaron mutaciones en el receptor de LH/hCG. Con la excepcion de un par de
pacientes (2/22), las mutaciones se encontraron en el exon 11 (Kremer et al,
1993).

Las mutaciones inactivadoras del receptor de LH/CG se manifiestan
clinicamente tanto en hombres como en mujeres. En el varon, la inactivacion del
receptor causa hipoplasia de células de Leydig (HCL), una forma autosomica
recesiva de pseudohermafroditismo masculino resultante de la falla en la
diferenciacion de las células de Leydig. En la mujer, la inactivacion del receptor
causa hipogonadismo hipogonadotréfico y amenorrea primaria. Estas mutaciones

incluyen sustituciones de una sola base, delecion de un exdn y una insercion en

fase (Kremer et al, 1999).

Por otra parte se han identificado cuatro polimorfismos en el gen del
receptor de LH/CG (Wu et al, 1998). Una insercion de seis pares de bases
(CTGCAG) fue encontrada a partir del nucleétido 34 del cDNA en 8 de 34
cromosomas independientes en poblacion japonesa, mientras que 66% de los
cromosomas ho presentaban la insercion. La frecuencia de heterocigocidad fue de
0.353. Esta insercion fue identificada por Atger (Atgeret al, 1995) y se sugirié que
representaba la secuencia real de hLHR en relacidn a otra publicada previamente
sin la insercion, Esta insercion introduce un dipéptido Leu-Gin dentro del primer
repetido de leucina del dominio extracelular de la proteina {Minegishi et al, 1980}).

El exon 10 contiene dos polimorfismos que cambian la secuencia de
aminoacidos del receplor. El primer polimorfismo ocurre en el nucledtido 872, y

cambia A por G. Las frecuencias alélicas para este polimorfismo, estimadas a
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partir de 54 cromosomas fueron de 0.648 (alelo A), 0.352 (alelo G) y 0.115
(heterocigotos A/G). El alelo A crea un codon para asparagina y un sitio potencial
para N-glicosilacién. La substitucion de A por G lleva al reemplazo de este residuo
de asparagina por serina y por lo tanto a la pérdida del sitio de glicosilacion,
indicando que este sitio probablemente no se encuentre glicosilado o bien que la
glicosilacidn de este sitio no tiene efecto funcional en el receptor. El otro
polimorfismo en el exén 10 ocurre en el nucledtido 935 (A/G). Las frecuencias
alélicas estimadas en 54 cromosomas fueron de 0.593 (alelo A) y 0.407 (alelo G).
La frecuencia de heterocigosidad fue de 0.192. El alelo A codifica para
asparragina, en tanto que el alelo G lleva a un coddn de serina. La presencia del
alelo G puede ser descubierta usando la enzima de restriccion Mae Il que no
corta el alelo A {Shac-Ming 1997). Ambos polimorfismos presentes en el exén 10
demostraron prevalencia étnica. La poblacion en estudio comprendié un 53.8% de
caucasicos, 34.6% de puertormiquerios, 5.8% de afroamericanos y 5.8% de
asidticos. Para el polimorfismo en el nucledtido 872, mientras que todos los
caucasicos fueron homocigotos para el alelo A, todos los asidticos fueron
homocigotos v los puertorriquefios fueron homocigoios para el alelo G o
heterocigotos A/G. Respecto al polimorfismo del nucledtido 935, todos los
asiaticos y puertorriquefios fueron homocigotos para el alelo A. (Laue et al, 1996).

Otro polimorfismo ha sido detectado en ef ex6n 11, en donde el nucleétido
1065 es polimorfico, pudiendo ser C o 7. Ambos codones resultantes (GAC y
GAT) codifican para Triptofano, por lo que este es un polimorfismo que no altera la
secuencia de aminoacidos del producto proteico Las frecuencias alélicas

estimadas en 50 cromoscmas fueron de 0.60 (alelo C), 0.40 (alelo T) y 0.40
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{(heterocigotos C/T). Este polimorfismo no altera la secuencia de aminoacidos. No

existe una obvia prevalencia étnica o correlacion con enfermedad de este

polimorfismo (Wu et al, 1998).
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Figura 3: Secuencia directa de productos de PCR a partir de DNA genémico
mostrando el polimorfismo del ex6n 1 (54 ins CTGCAG) y la secuencia de
sus productos proteicos, A) homocigoto para el alelo sin la insercién, B)
heterocigoto y C) homaocigoto para el alelo con la insercién (Wu et al, 1998).
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Figura 4: Secuencia directa de productos de PCR a partir de DNA gendmico
mostrando uno de los polimorfismos del ex6n10 (A872G)y la secuencia de
sus productos proteicos, A) homocigoto AJA, B) heterocigoto A/G y C)

homocigoto G/G (Wu et al, 1998).
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Figura 5: Secuencia directa de productos de PCR a partir de DNA genémico
mostrandc uno de los polimorfismos del exdn10 (G935A)y la secuencia de
sus productos proteicos, A) homocigoto G/G, B) heterocigoto G/A y C)
homocigoto AJA (Wu et al, 1998).
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JUSTIFICACION

En el varon los cambios puberales se deben al efecto virilizante de los

andrégenos.

Al unirse a su receptor en la membrana externa de la célula de Leydig, la

LH induce la produccion de testosterona.

Las alteraciones genéticas en el gen del receptor de LH podrian explicar

estados anormales del desarrollo sexual en el varén, como la pubertad retardada

constitucional.
OBJETIVOS

Cormelacionar la presencia de polimorfismos especificos del gen del R-LH

con la ocurrencia de pubertad retardada constitucional en varones.
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SUJETOS Y METODOS

Sujetos
Se incluyeron en el estudio 4 pacientes varones con diagnéstico
comprobado de pubertad retrasada constitucional y 4 sujetos control con

antecedentes de desarrollo puberal normal.

Criterios de inclusién:
1.- Varones con un volumen testicular igual 0 menor a 4 mi a una edad
cronologica de 13.8 aflos o mas, medidos con Orquidémetro de Pradder,
evaluados por dos expertos.
2.- Ausencia de enfermedad subyacente o desnutricién que pueda causar el
retardo puberal.

3.- Ausencia del pico de crecimiento estatural

METODOS
Examen clinico
La evolucién de las cifras de peso vy talla se registraron tomando como base las
tablas de somatometria pediatrica de Ramos-Galvén (Ramos-Galvan, 1975), a
partir de su valor absoluto y su ubicacion percentilar.

La determinacion del volumen testicular se realizé utilizando el orquidémetro

de Prader, que se basa en la comparacion visual y tactil del testiculo con elipsoides
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de madera de volimenes conocidos, evaluada por dos expertos durante

mediciones independientes.

Extraccion de DNA Genomico

El DNA genémico de los pacientes, asi como el de sujetos controles, se obtuvo
mediante una técnica previamente descrita (Buffone, 1985) (Kempter, 1892) con
algunas modificaciones (Cuevas-Covarrubias, 1998).

Previa firma de carta de consentimiento informado por los padres, se
extrajeron 3 m! de sangre a cada sujeto, colocandose en tubos Vacutainer que
contienen 0.05 mi de Na;EDTA como anticoagulante. Posteriormente, con el fin de
lisar los eritrocitos, la sangre se colocO en un tubo conico y se mezclé con un
volumen igual de un amortiguador que contiene is-HCHtriton X-100/sacarosa
{TTS). La mezcla anterior fue transferida a microtubos de 1.5 ml centrifugandose a
9,221 g durante 1.5 min, a temperatura ambiente. El sobrenadante fue decantado y
el botén de leucocitos resuspendido en 1 ml de TTS, volviéndose a centrifugar a
9,221 g durante 1.5 min a temperatura ambiente. Este altimo paso se repetio hasta
obtener un boton de leucocitos libre de entrocitos. El paquete de leucocitos se
resuspendio en 570 pl de NaCl agregandose 50 pl de SDS al 10% para lisar las
membranas de los leucocitos. La mezcla se agité durante varios minutos. Con el fin
de precipitar las proteinas, se adicionaron 200 pl de NaCl agitandose y dejandose
en reposo durante 5 minutos. Posteriormente, &l botdn de leucocitos se centrifugo a
9,221 g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se transfirid a un tubo esteril y se
adicionaron 2.5 volimenes de etanol absoluto (-20°C}). EI DNA precipitado se

recolectd con una pipeta Pasteur estéril de punta curva y se lavo en etanol frio al
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70%. Por dltimo, se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendié en un
volumen entre 200 y 400 pl de agua bidestilada {ddH,0) estéril. El DNA se conservo
para su analisis posterior a -20°C.,

En todas las muestras obtenidas se ilevd a cabo un andlisis
espectrofotométrico mediante lecturas a 260 y 280 nm. La concentracion de DNA se
calculb mediante la siguiente formula;

[DNA].(pglul)=(A250)(diluci6n")(0.05uglul), en donde 0.05ug/ul de DNA=1 D.Ozg

La relacidén 260/280 nos indica la pureza del DNA obtenido. Consideraremos
que las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de D.Oxg son las
optimas. Para determinar 1a calidad de las muestras, se realizé una electroforesis en

gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromure de etidio al 0.0002%.

Oligonucleétidos

La secuencia de los oligonucledtidos especificos para ampificar los exones 1,
10 y 11 del gen del R-LH fue tomada de por Atger et al. Los oligonucledtios fueron
adquiridos en Accesolab, México. Cada oligonucledtido fue llevado a una
concentracion final de 100 pM.

Los oligonucledtidos que se usaron fuerin:

Secuencia Producto Temp./tiempo
de alineamiento
Exén 11:
4a CCCTTACCTCAAGCCAATAA 218 pb 54°C
4b CATGTTTCCCATGATGGCTA (1 min)
Exé6n 10:
E10a ACAGTCAGGTTTAGCCTGAA  174pb 50°C
E10b CTTCTGAGTTTCCTTGCATG (30 seg)
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Exén 1;
Ela CACTCAGAGGCCGTCCAAG 291 pb 60°C
Elb GGAGGGAAGGTGGCATAGAG (30 seg)

Reaccitn en cadena de la polimerasa {PCR)

En todos los casos se preparé una reaccion estandar de 50 pl de acuerdo a
la técnica descrita por Sambrook y cols. (Sambrook, 1989). Esta reaccion contenia
entre 0.5y 1.0 pg de DNA, amortiguador de amplificacion 10 X (T ris-HC/KCL/Mg,Cl}
a una concentracion final de 1X, mezcla de los 4 desoximbonucledtidos trifosfatados
(dNTP's) a una concentracion final de 20 pM, los oligonucledtidos a concentraciones
finales especificas, 2 U de Taq polimerasa (Perkin-Elmer Corp, Branchburg New
Jersey, USA) y ddH,O estéril. Todas las reacciones se realizaron en un equipo
Gene Amp PCR System 9700 de Perkin Elmer. Para la amplificacién del exén 1 se

agregd a la mezcla de reaccion DMSO al 5%, debido a la alta propercibnde Gy C

presente en este exdn.

El producto de cada reaccibn de amplificacion se analizd mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tefiido con bromuro de etidio al 0.0002%.
En todos los casos, se incluyd un marcador de peso molecular, una muestra de un

sujeto sano como control positivo y una reaccion a la cual no se le agregara DNA,

como control negativo.

Purificacién de los Productos de PCR
La purificacién de los productos de PCR a partir def gel de agarosa se realizé
mediante el kit GENECLEAN I {BIO-101, Vista CA, USA). Se cort6 la banda del gel

con el producto de amplificacion, se pest y se disolvid en una solucion de TBE
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modificado y ioduro de sodio a 55°C. Posteriormente, se adicionaron perlas de
vidrio (5 pl de Glassmilk), se lavaron en 3 ocasiones con solucion de New Wash (tris
con un pH entre 7.0-8.5, y etanol al 51%) y finalmente el producto de PCR

purificado se resuspendié en 20 pl de agua bidestilada estéril.

Secuenciacion

La secuenciacién de los productos de PCR de los exones 1,10 y 11 del gen
det R-LH se realizd con un estuche para secuencia de DNA [Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer Perkin Elmer Corp, Branchburg New Jersey,
USA)]. El procedimiento seguido se basa en el método descrito por Sanger y cols.
(Sanger, 1977) con algunas modificaciones. En tubos de microcentrifuga de 0.5 m!
se lleva a cabo la mezcla de la reaccién con: amortiguador de secuencia 5X, mezcla
de dNTP’s, cligonucledtido a una concentracion definida (5" o 3", terminadores
coloridos A, C, G, Ty AmpliTag DNA Polimerasa FS (Perkin Eimer Corp, Branchburg
New Jersey, USA). A esta reaccién se le afiade el DNA gendmico {300 nanogramos
del templado/reaccion) y agua bidestilada para un volumen final de 20 pl. La PCR de
cada una de las reacciones de secuencia se realizd6 con las temperaturas de
desnaturalizacion, reasociacion y extension usadas en el PCR inicial de cada
fragmento. Al finalizar la PCR, se procedié a la purificacion de los productos usando
el método de columnas (Centrisep) y el producto purificado fue desecado en un
concentrador al vacio.

Posteriomente se resuspendié cada muestra en 25p de TSR (tempiate

supression reagenf) (Perkin-Elmer), se sometieron a un ciclo de desnaturalizacion
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por 5 minutos y se colocaron en el secuenciador automatizado de DNA que utiliza
electroforesis en capilar (AB! PRISM 310). Las secuencias de DNA obtenidas se
compararon con las secuencias publicadas del gen del receptor de LH para

identificar los cambio polimérficos.

ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico de los datos consistid en: 1) la estimacion puntual de la
razén de posibilidades u odds ratic (OR) de presentar pubertad retardada
constitucional de los portadores frente a los no portadores de cada polimorfismo
individual mediante el método de Mantel y Haenzel y su intervalo de confianza de
95% (95% Cl) correspondiente (Mantel y Haenzel, 1959} y 2} la estimacion de la
razén de posibilidades global para los cuatro polimorfismos mediante el modelo de
exposicién binaria con covariables categéricas del método global de Mantel y
Haenzel (Mantel y Haenzel, 1959) y el intervalo de confianza de 95%

comespondiente mediante el método de Robins (Robins et al. 1986).

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD
En cada caso se solicité a los padres del paciente su consentimiento por
escrito para participar en e! protocolo. Se informé con anticipacion de las
caracteristicas del proyecto y de los beneficios que podrian resultar del mismo. Se
le asegur6 a los padres y al paciente gue el DNA que se obtuviera se usaria
exclusivamente para tratar de identificar alteraciones genéticas asociadas a su

padecimiento.

Se anexa carta de consentimiento.
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RESULTADOS

El analisis del historial y del examen clinico de los casos y los controles permitio
establecer que no existian antecedentes recientes de consanguinidad en sus
familias o evidencias de enfermedad subyacente potencialmente responsable del
retardo puberal.
En el cuadro 3 se detalla la distribucion de los 4 alelos polimérficos en los sujetos
de estudio. En cuanto al polimorfismo en el exdn 1, tres pacientes y los cuatro
controles fueron homocigotos para el alelo con la insercion CTGCAG, en tanto que
un paciente fue heterocigoto, presentando un alelo con la insercion y el otro sin
ella (OR = 3.85; 95% Cl = 0.12, 196.55).
Todos los pacientes y los controles fueron homocigotos para el alelo A del
pelimorfismo del exén 10, A872G (OR = 1; 95% Ci = 0.02, 62.31).
Un paciente y un control fueron heterocigotos para el polimorfismo G935A del
exén 10, presentando cada uno un alelo G y ofro A, siendo el resto de los sujetos
homacigotos para el alelo G (OR =1, 95% Cl = 0.004, 24.55).
Finalmente, dos de los pacientes y uno de lo controles presentaron cada uno un
alelo C y otro T det polimorfismo C1065T, mientras que el resto de los sujetos
fueron homocigotos para el alelo C (OR = 3; 95% Cl = 0.15, 59.85).

Considerando los cuatro polimorfismos en conjunto, la distribucién de los
alelos polimérficos en casos y controles, observé una razén de posibilidades

global de 2.6, con un intervalo de confianza de 95% de 0.14 a 7.35.
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Cuadro 3: Distribucion encontrada de los alelos polimérficos en los sujetos
de estudio.

Polimorfismo Polimorfisme Polimorfismo Polimorfism
Exén 1 Exén 10 Exon 10 o Exon 11
54 ins CTGCAG 872 AHG 935 GoA 1065 C—>T
Paciente 1 CTGCTGCAGCCG A G C
Paciente 2 CTGCTGCAGCCG A G C
Paciente 3 CTGCTGCAGCCG A G/A cIT
Paciente 4 CTGCTGCAGCCG/ A G cIT
CTGCCG
Control 1 CTGCTGCAGCCG A G CIT
Control 2 CTGCTGCAGCCG A G C
Control 3 CTGCTGCAGCCG A G C
Control 4 CTGCTGCAGCCG A G/A C
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Figura 6: Segmentos de los electroferogramas obtenidos tras la secuencia
de el exén 1 a partir de DNA gendmico de los pacientes y los contrales. La
localizacién del las seis pares de bases que constituyen la insercién se
sefialan mediante la barra.

| }
AGCAGMTTTTTG AGAGGAT TTTTO
Paciente 1 Paclente 4

Control 1 Control 3

Figura 7: Segmentos de los electroferogramas obtenidos tras la secuencia
de el exén 10 a partir de DNA genémico de los pacientes y 1os controles. La
localizacién de la base donde ocurre la sustitucion (A872G), se sefiala

mediante la flecha negra vertical.
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Figura 8: Segmentos de los electroferogramas obtenidos tras la secuencia
de el exén 10 a partir de DNA genémico de los pacientes y los controles. La
localizacién de la base donde ocurre la sustitucién (G935A), se sefala

mediante la flecha negra vertical.
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Figura 9: Segmentos de los electroferogramas obtenidos tras la secuencia
de una parte del exén 11 a partir de DNA genémico de los pacientes y los
controles. La localizacién de la base donde ocurre la sustitucion {C1065T),
se seilala mediante la flecha negra vertical.
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DISCUSION

La pubertad retardada constitucional es un padecimiento que se caracteriza
por ta aparicion de caracteres sexuales secundarios de forma espontanea a una
edad mayor al limite considerado normal en una poblacion determinada, en
ausencia de patologia subyacente que pueda por si misma explicar el retardo
puberal. De este modo, el diagndstico se hace generalmente por exclusion. El
adjetivo de “constitucional” o “idiopatica” hace alusién al hecho de que hasta la
fecha se desconoce la existencia de un agente etiolégico directo con una relacién
causal estrecha con la enfermedad. Se ha determinado que los varones presentan
con mayor frecuencia pubertad retardada constitucional aunque se desconoce
hasta la actualidad los factores responsables de esta tendencia.

Desde el punto de vista genético, la pubertad retardada constitucional es
una entidad poco estudiada, sin embargo el hecho de que una gran proporcién de
sujetos con retardo puberal de tipo idiopatico presenten antecedentes famitiares
de la condici6n, sugiere fuertemente que existen factores genéticos involucrados
en la génesis de la enfermedad. En 1996, Ranvio (Ranvio et al, 1996) intentd
establecer la relacién entre polimorfismos de la subunidad £ de la hormona
luteinizante y el inicio y progresion de [a pubertad, descubriendo que los
portadores de las variantes Trp®Arg y lle'Thr de la hormona presentaban menor
volumen testicular, talla mas baja, y una tasa de crecimiento significativamente
menor que los portadores del alelo silvestre. Sin embargo, en sus pacientes con
pubertad retardada constitucional, la frecuencia de las variantes de la subunidad

de la LH no fue significativamente distinta a la de la poblacidn control. No existen
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otros estudios que especificamente hayan intentado correlacionar variantes
genéticas con el riesgo de desaroliar pubertad retardada en uno u otro sexo.

Se ha establecido que la unién de la LH a su receptor en la membrana
extena de la célula de Leydig, induce la produccion de testosterona y que los
cambios puberales en el varon se deben al efecto virlizante de los andrégenos.
De acuerdo a esto, es probable que alteraciones genéticas o variantes
polimérficas en e! gen del receptor de LH puedan explicar estados anormales del
desarrollo sexual en el varén, como |a pubertad retardada constitucional.

Al menos 4 polimorfismos han sido descritos en el gen del receptor de LH.
Estos se encuentran en los exones 1, 10 y 11 y aunque no se ha demostrado que
estas varantes modifiquen la actividad bioldgica del receptor, no puede
descartarse que existan diferencias funcionales entre las distintas variantes
alélicas. El cambio polimérfico mas importante ha sido localizado en ef exon 1y
consiste en la insercion de 6 pares de bases (CTG CAG), insercion que origina la
adicion de leucina y glicina en el dominio extracelular de la proteina, regién que
interviene en la unién al ligando. Este polimorifsmo es muy frecuente en poblacion
japonesa y en un estudio en nuestra poblacidn también se detectd una aita
frecuencia de esta insercién (Zenteno, 1999). Las semejanzas en las frecuencias
del polimorfismo del exén 1 entre estas dos poblaciones fueron atribuidas a
fenomenos migratorios ancestrales. Sin embargo, estudios recientes usando
sistemas de expresion con receptores que contenian o no la insercion,
demostraron que la presencia o ausencia de estos dos aminoacidos no influye

sustancialmente en la actividad biologica de la molécula del receptor de LH.
(Rodien et al, 1990).
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Con el fin de determinar si la presencia de algin polimorfismo individual o el
efecto aditivo de dos o mas polimorfismos en el gen del receptor de LH se asocian
con la presencia de pubertad retardada constilucional en varones, en el presente
estudio investigamos ias frecuencias alélicas de estas varantes en un grupo de
cuatro sujetos con pubertad retardada idiopatica y cuatro controles varones con
historia de pubertad normal. Se realizé amplificaciéon por PCR de los excnes 1, 10
y 11 y se sometieron a secuenciacion automatizada para determinar la presencia
de las variantes polimérficas.

El andlisis estadistico se realizé mediante el método de Mantel y Haenze!
para la estimacidn de la razon de posibilidades u odds ratio (OR), la cual se
expresa comc el cociente entre las probabilidades de los portadores del
polimorfismo de presentar la enfermedad y las posibilidades de los no portadores
de estar afectados, por lo que el valor nulo, (que indica el mismo “riesgo” para los
expuestos que para los no expuestos) es 1.

Es interesante senalar que el valor de la razén de posibilidades
correspondiente al polimorfismo del exén 1 fue de 3.85, lo que indica que la
probabilidad de padecer pubertad retardada constitucional es 3.85 veces superior
para los portadores del polimorfismo que para quienes no lo presentan. Sin
embargo, el intervalo de confianza de 95% calculado para este polimorfismo,
(0.11-126.5) incluye al valor nuio de la razdn de posibilidades, por lo que no puede
descartase que esta aparente diferencia puede ser debida al azar.

El calculo de la razdn de posibilidades para ambos polimorfismos del exén

10 (OR= 1, valor nulo) no mostré tendencia alguna en cuanto a una mayor
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posibilidad de presentar e! padecimiento para portadores y no portadores de estos
polimorfismos.

Para el polimorfismo del exén 11, la estimacion de la razdn de posibilidades
fue de 3.0, pero al igual que el polimorfismo del exén 1, el intervalo de confianza
de 95% correspondiente indica que este puede ser un valor fortuito.

Por otra parte, la razén de posibilidades global, considerando a los 4
polimorfismos como covariables categoricas, fue calculada con el método global
de Mante! y Haenzel, con el fin de evaluar cualquier posible efecto aditivo en los
casos en que un determinado sujeto presentara mas de un polimorfismo. La
estimacion del valor de esta razon de posibilidades global fue de 2.6, en tanto que
el intervalo de confianza de 95% comespondiente (calculado mediante el método
de Robins) fue de 0.13-7.35, evidenciando una tendencia aparentemente
significativa pero probablemente casual.

A pesar de que las aparentes correlaciones entre la pubertad retardada
constitucional en varones y los polimorfismos del gen del receptor de LH
identificadas en nuestro estudio, pueden ser, segin el analisis estadistico de los
datos, producto del azar, no es posible afirmar que no exista de hecho una
verdadera relacién causal. Futuros estudios con muestras mas grandes de casos y
controles podran confimar o descartar estas tendencias preliminares y

contribuiran a identificar los factores genéticos responsables de la pubertad

retardada idiopatica.
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ANEXO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo como padre del paciente

acepto en forma voluntaria participar en la

>

investigacién “Estudio de polimorfissos del gen del receptor de LH en varones con pubertad
retardada constitucional” y que le scan practicados a mi hijo los estudios de DNA necesarios
para tratar de identificar alteraciones genéticas que pudieran estar asociadas a su enfermedad. Se
me ha informado adecuadamente de las caracteristicas del estudio que requerira de la toma de 3
ml de sangre mediante puncién venosa, la cual podria ocasionar molestias minimas como la
formacién de un pequefio hematoma. S¢ me ha asegurado que ¢l DNA que se obtenga serd usado
exclusivamente para investigar las variantes genéticas mencionadas.

Sc me ha asegurado que de rehusarmos al estudio, esto no modificaria la calidad de atencién

que recibimos por parte de la institucién

ATENTAMENTE
Nombre Firma
Direcctén
Médico Responsable Firma
Testigo 1 Firma
Testigo 2 Firma
Meéxico, D.F., a de de
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