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RESUMEN

El sindrome de Kallmann se caracteriza por la asociacidn
de hipogonadismo hipogonadotrépico y anosmia o hiposmia.

En este sindrome se han descrito patrones de herencia
autosémico dominante, autosSmico recesivo y recesivo ligado
al cromosoma X. El gen invelucrado en el sindrome de Kallmann
ligado al cromosoma X se localiza en la regién Xp22.3. Dicho
gen estd constituido de 14 exones y abarca 210 kb en el
genoma. Se han descrito 17 deleciones : (6 de ellas son
intragénicas) y 12 mutaciones puntuales del gen KAL en
pacientes afectados.

En el DNA obtenido de sangre periférica se realizé la
amplificacién enzimitica de los 14 exones del gen KAL
mediante la técnica de PCR. Dicho andlisis demostrd delecidn
de los exones 3 al 5 del gen en 2 pacientes y delecién de los
exones 1 al 3 en otro individuo, en el resto de los sujetos
se observé la amplificacién normal de los 14 exones.

Las 2 deleciones existentes no habifan sido descritas
previamente en la literatura. En conclusién confirmamos que

existe una gran heterogeneidad en las mutaciones responsables

de la presencia del sindrome de Kallmann.



INTRODUCCION
KEje hipot&lamo-hipsSfisis-gSnada

En 1949 Everet et al., propusieron que la regulacién de
la sfintesis y secrecién de las hormonas luteinizante (LH) y
foliculo estimulante (FSH), se encontraba mediada por la
accién que el sistema nervioso central ejercia sobre la
hip&6fisis anterior. Dentro de los eventos gque conducen a la
sintesis y secrecién de gonadotropinas, se ha demostrado
desde hace varios aflos gque la accién de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH) producida en el hipotdlamo es un
factor determinante para este proceso. Mc Cann et al. (1960)
demostraron que la inyeccidédn de extractos hipotalémicos a
ratas inducfia la secrecién de LH por la hipéfisis anterior.
Los trabajos tanto de Matsuo (1971) como de Shally (1971),
indicaron que un decapéptido era el responsable de la
estimulacién del gonadotropo denomindndosele desde entonces,
come hormona liberadora de gonadotropinas.

El sistema nervioso central se comunica con la hip&fisis
anterior a través de una via vascular. La sintesis de GnRH se
efectGa en las neuronas especializadas del hipotdlamo
predptico (Marshall et al., 1988). Este péptido es secretado,
siempre en forma pulsdtil por las terminales neuronales,
hacia una red capilar especializada que rodea a la eminencia
media. Una vez que alcanza la circulacién porta-hipofisiaria,
es transportado hacia la hipé&éfisis anterior donde estimula la

sintesis y secrecidén tanto de LH como de FSH (Bergland y

Page, 1978). v



La acecidén ejercida por la GnRH sobre 1la hipéfisis
anterior se inicia con la unién, por parte de la hormocna, a
recept'ores especificos localizados en la membrana
citoplasmdtica del gonadotropo. Esta unidén promueve un
aumento en las concentraciones de calcio intracelular, en la
hidrélisis de inositol fosfato y en la fosforilacién de 1la
proteina c¢inasa C, lo cual provoca un incremento en la
sintesis y liberacién de gonadotropinas después de la
exposicién a GnRH (Huckle y Conn, 1988; Conn, 1989).

Las gonadotropinas son glicoproteinas estcructuralmente
similares formadas por dos subunidades unidas no
covalentemente, denominadas subunidad a y subunidad f. La
subunidad a es comin a ambas pero la P es dnica para cada
gonadotropina Y le confiere su actividad biolégica
especifica. Las gonadotropinas ejercen su acciédn scobre las
gdnadas (testiculos u ovarios), al estimular la secrecién de
egteroides, asi como la maduracién de los gametos (Chappel et
al,, 1983). En los testiculos, la FSH actda scbre las células
de Sertoli al estimular la espermatogénesis; en el ovario,
también estimula la ovogénesis. La LH estimula la sintesis y
secrecién de andrégenos en las células de Leydig, siendo el
principal de éstos la testosterona; en la mujer la LH
estimula la esteroidogénesis ovirica (Catt y Dufau, 1976;
Ulloca-Aguirre et al., 1985).

La GnRH liberada en forma pulsdtil condiciona dos tipos
de patrones de secrecién de gonadotropinas: ténico y ciclico.

El ténico es el patrdn de secrecidn observado en los varones



y uno de los mecanismos de control en la mujer. La secrecidn
ciclica es exclusiva de la mujer en edad reproductiva. Por
otro lado, es importante sefialar gque la secrecidn de
gonadotropinas probablemente siempre es pulsdtil o episddica
ya sea que el patrén sea tdnico o ciclico sin importar la
edad (en el feto, en el recién nacido, en el nific, en el
adolescente y en el adulto). Sin embargo, debido a
limitaciones metodolégicas, existe dificultad para detectar
los pequefios pulses cuando la concentracidn de las
gonadotropinas es baja, como sucede en los individuos
prepuberales (Spratt et al., 1988}.

La hip6fisis responde solamente al estimulo de tipo
pulsitil de la GnRH, ya que cuando se expone a la gldndula
continuamente a la accién de esta hormona se observa una
falta de respuesta al estimulo presentdndose el fendSmeno de
regulacidén decreciente o de desensibilizacién por parte de
los receptores de la hormona (Lalloz et al., 21988). La
desensibilizacidén significa que una exposicién prolongada de
la célula blanco a una concentracién hormonal elevada conduce
a una respuesta hormonal disminuida. Este fendmeno es
secundario a ciertos cambios en la concentracién y/o afinidad
del receptor y tiene como funcién fisiolégica el prevenir la
sobre-estimulacidén de la célula (Ascoli, 1982). Asimismo, se
ha observado que tanto la frecuencia como la amplitud de los
pulsos de GnRH modulan el tipo de respuesta hipofisiaria. La
frecuencia en la pulsatilidad de GnRH varia de acuerdo al

ambiente endécrino existente. Por ejemplo, se ha demostrado




que esta frecuencia presenta variaciones a lo largo del ciclo
ovulatorio (Marshall et al., 1991). Por lo tanto, el sistema
nervioso central modifica 1la descarga de 1las neuronas

productoras de GnRH en el hipotdlamo conforme al ambiente

endbcrino existente (Kow y Pfaff, 1984).
Las tres clases de esteroides secretados por las gdnadas

(estrdgenos, progestigencs y andrégenos) se unen a receptores

especificos en la hip6Sfisis e influyen directamente en la
Los receptores esteroideos han

donde

secrecidén de gonadotropinas.
sido localizados ampliamente en las células cerebrales,
se han relacionado con la regulacidén de la conducta sexual,

la regulacién de la secrecién de GnRH y la diferenciacidén del

cerebro (Seyler et al., 1980).



Pubertad

La pubertad constituye el perifiodo comprendido entre la
inmadurez sexual y el desarrollo sexual adulto. Durante esta
etapa se desarrollan las caracteristicas sexuales
secundarias, como consecuencia de la sintesis y secrecién de
esteroides gonadales. La edad de aparicidén de la pubertad es
variable puesto que depende de factores genéticos,
constitucionales y medio-ambientales. El1 eje hipot&lamo-~
hipéfisis-génada (H-H-G) se activa nuevamente durante esta
etapa de la vida, después de haber permanecido en una pausa
fisjiolégica relativa durante la infancia. Los mecanismos que
dan inicio a la pubertad no se han dilucidado perfectamente,
pero es la activacién del eje H-H-G lo que genera todos los
cambios somiticos caracteristicos de esta etapa. La sintesis
Yy secrecién de GnRH por parte del hipot&dlamo, estimula la
secrecidén de LH y de la FSH por la hipdfisis. Estas estimulan
a su vez a las génadas en sus dos funciones principales: la
esteroidogénesis y la gametogénesis (Ullca-Aguirre et al.,
1985; Grumbach y Kaplan, 1950).

En algunos individuos la pubertad puede presentarse
tardfamente (pubertad retardada) [=] nunca iniciarse
(hipogonadismo) . La pubertad retardada es, en muchos casos,
facilmente atribuible a otro proceso patoldgico preexistente,
como por ejemplo: enfermedad sistémica crénica severa. En
otros casos, la etiologia del retardo puberal es menos
evidente Y la causa debe ser determinada mediante

procedimientos diagnésticos esgpecificos (Toublanc et al.,



1991) . Los sujetos con retardo puberal deberdn  ser

diferenciados de aquellos con alteraciones hormonales gque

condicionan retraso puberal patoldgice (hipogonadismo). La

determinacién de gonadotropinas en sangre permite dividir a

los sujetos con hipogonadismo en dos categorias generales:

hipogonadismo hipergonadotrépico, definido como una

alteracién gonadal primaria con un aumento secundario de

gonadotropinas e hipogonadismo hipogonadotrépico, el cual se

define como una alteracién primaria del eje hipot&lamo-

hipéfisis gque condiciona disminucién en la secrecidn de

gonadotropinas y secundariamente
generalmente es secundario a

de esteroides gonadales

(Matsumoto, 1994). Este dltimo,

un defecto hipotaldmico de origen desconocido. En la

actualidad no existe una prueba que pueda precisar

certeramente, el que un individuo determinado presente

pubertad retardada fisioldgica o hipogonadismo

hipogonadotrépico. Si no es posible atribuir el proceso

patolégico a una causa determinada, se tendrd gue esperar

hasta los limites de'edad establecidos (16 afics en la mujer y

18 en el vardn) con el fin de poder precisar el diagnéstico

de certeza, puesto que tanto en la pubertad retardada como en

cualgquier estado de hipogonadismo hipogonadotrédpico, las

gonadotropinas al igual que los esteroides sexuales estarén

disminuidos (Toublanc et al., 1991).



8indrome de Kallmann

La asociacién de anosmia con hipogonadismo fue descrita
por Maestre de San Juan (1856), al observar en la autopsia de
un vardén genitales poco desarrollados y ausencia de lébulos
clfatorios. Kallmann et al. (1944) describieron una etiologia
genética para este sindrome. Posteriormente, deMorsier (1954,
1962) describidé con el nombre de "displasia olfatogenital" a
una serie de 14 pacientes afectados con hipogonadismo y
anosmia, postulando un origen hipotalamico para el
hipogonadismo.

En la actualidad, el término de sfindrome de Kallmann se
utiliza para definir a agquella alteracidén hereditaria
caracterizada por la asociacién de hipogonadismo
hipogonadotrépico y anosmia o hiposmia. El hipogonadismo es
debido a una disminucién en la secrecidén de GnRH por el
hipot&lamo (Naftolin et al., 1971). El grado de deficiencia
de GnRH en pacientes con sindrome de Kallmann puede variar
desde deficiencias completas hasta parciales. Se ha descrito
uria amplia heterogeneidad fencéipica en el sindrome de
Kallmann, ya que incluso se han reportado casos de pacientes
con esta afeccidén en los cuales se ha demostrado fertilidad
(Turner et al., 1974).

El defecto en la olfacién es debido a la aplasia o
hipoplasia de los tractos y bulbos olfatorios (Rugarli vy
Ballabio, 1993); ademéds de las caracteristicas antes

mencionadas algunos de los pacientes con sindrome de Kallmann

pueden presentar: ataxia cerebelar, nistagmus horizontal,



paladar alto, ginecomastia, micropene, agenesia renal
unilateral, pie cavo, hébito eunucoide Y sinquinesia
(movimientos en espejo) y en algunos casos se ha reportado
criptorquidia (Turner et al., 1974; Lutz et al., 1993).

La incidencia de este sindrome se ha estimado en
1:10,000 varones y en 1:50,000 mujeres, posee una prevalencia
de 1 de cada 25 pacientes anésmicos o hipésmicos y de 1 en 30
varones con hipogonadismo (Rugarli y Ballabio, 1993).

Se han descrito patrones hereditarios autosémico
dominantes, autosémico recegivos y recesivos ligados al
cromosoma X lo cual demuestra la heterogeneidad génica en
esta entidad patoldégica (White et al., 1983; Hermanussen Yy
Sippell, 1985). La existencia de 5 a 7 varones afectados por
cada mujer sugiere que la forma ligada al X es la més
frecuente.

El sindrome de Kallmann presenta una penetrancia
variable ya que en gemelos idénticos se ha reportado
discordancia para dicho sindrome (Hipkin et al., 19%0). La
expresividad también presenta variabilidad y por ello el
fenotipo muchas veces difiere tanto inter como
intrafamiliarmente (White et al., 1983; Hermanussen Yy
Sippell, 1985; Parenti et al., 1991).

Para investigar si la deficiencia de GnRH era debida a
una mutacién en el gen que codifica para esta hormona, Mason
et al. (1989) estudiaron al gen de GnRH en un modelo murino,
el ratédn hipogonadal (hpg), encontrando una gran delecién de

los exones 2 al 4 de dicho gen. Mediante andlisis por




Southern blot., El gen humano que codifica para la GnRH fue
localizado en el cromosoma 8 (8pll.2-p2l) (Yang-Feng et al.,
1986) . Posteriormente, Weiss et al. (1989) realizaron un
estudioc en pacientes con deficiencia de GnRH y mediante el
andlisis de fragmentos de restriccién de longitud polimdérfica
y secuenciacién del gen demostraron que no existia ningidn
tipo de mutacién en el gen de GnRH. De este modo, una
mutacién en este gen parece no ser la causa de por lo menos
algunocs de los casos de hipogonadismo hipogonadotrdpico en
humanos (Whitcomb y Crowley, 1993).

Ballabio et al. (1986) realizaron el estudio de una
familia en 1la que varios sujetos masculinos presentaban
asociacién de sindrome de Kallmann con ictiosis ligada al
cromosoma X {alteracién debida a la deficiencia de la enzima
sulfatasa esterocidea); esto condujo a suponer gue estos
pacientes estaban afectados con un sindrome de genes
contiguos, consecuencia de una codelecién de los genes
responsables del sindrome de Kallmann (KAL) y de la ictiosis
ligada al cromosoma X (STS). Con base en lo anterior, se
postuld tentativamente que el gen KAL se encontraba préximo
al locus del gen STS en la regidén Xp22.3.

La caracterizacién molecular de pacientes con sindrome
de genes contiguos quienes portaban deleciones o
translocaciones en la regidén Xp22.3, permitié la construccién
de un mapa de delecién para esta regién, asi como también
permitié la asignacién del gen KAL en una regién especifica

dentro de este intervalo (Ballabio et al., 1989; Ballabio y




Andria, 19%2). Posteriormente, dos grupos independientes
(Franco et al., 1991; Legouis et al., 1991), lograron el
aislamiento ae un gen localizadoc dentro de dicho intervalo
por medic de estrategias de clonacién posicional. El andlisis
molecular de dos hermanos quienes portaban una delecidn
intragénica de 3,300 pb en el gen KAaL, confirmé 1la
participacién de este gen en el sindrome de Kallmann ligado
al cromoscma X (Bick et al., 1992).

El gen KAL estd constituido por 14. exones que abarcan
210 kb en la regién Xp22.3. E1 homdlogo de KAL en el
cromosoma Y (KAL-Y) localizado en la regidén Yqll.2, no es
funcional y a diferencia del gen KAL en el cromosoma X carece
de los exones 3, 8 y 9 {(del Castillo et al., 1992; Incerti et
al,, 1992).

El gen KAL escapa a la inactivacién del cromosoma X Yy
estd altamente conservado en diversas especies no
relacionadas evolutivamente excepto el ratén y el hamster
(Franco et al., 1991; Rugarli et al., 1993).

Hasta el momento se han.descrito 9 deleciones completas
del gen KAL con presencia de sindrome de genes ceontiguos
(Ballabio et al., 1989; Bouloux et al., 1993; Meindl et al.,
1993; Klink ét al., 1994; Paige et al., 1994; Martul et al.,
1995). Hardelin et al. (1993b), encontraron que en 21
pacientes con sindrome de Kalmann ligado al cromosoma X
existian 2 deleciones que incluian solo a el gen KAL. También

se han reportado deleciones intragénicas del gen KAL.



Bick et al. (1992) estudiaron a 59 pacientes con sindrome de
Kallmann y encontraron una delecidn intragénica de 3,300 pb
en dos hermanos, esta delecién se localiza en la la regién 3°'

del gen. Parenti et al. (199%5) reanalizaron a un paciente

reportado por Ballabio et al. en 1989 y observaron una
delecién intragénica que comprende desde el exén 2 hasta el
ex6n 14 del gen KAL con presencia de sindrome de genes

contiguos. Quinton et al. (1996) reportaron 2 deleciones

intragénicas del gen KAL, la primera de ellas incluye solo al

exén 1 y la segunda solo al exén 11. Por Gltimo, Georgopoulos

et al. (1997) reportaron una delecién intragénica de 14 pb

localizada en el ex&n 10, esta delecidn produce un cambio en

el marco de lectura dando lugar a un coddén de terminacidén

prematuro en el exdn 11; estos autores encontraron ademas

otra delecién de 9 pb localizada en el extremo 3’ del exén 8

que abarca 2 pb de la regién intrénica.

Hardelin et al. (1992, 1993a) describieron cinco

mutaciones puntuales que consisten en transiciones de bases

una en el exd5n 5, 2 en el exdn 6 Y 2 en el ex&n 9) que

producen un codén de terminacién prematuro. Asimismo,

reportaron el cambio de Lys por Asn,, {(exén 6), delecién de

la C,,; del mismo exén y la insercidén de una A en la base 1166

en el exé6n 7. También describen una mutacién en el sitio

aceptor del corte y empalme ("splicing") del intrén 12.

Quinton et al. (1996) reportaron la delecién de la C,, en el
exén 12, lo que produce un corrimiento en el marco de lectura

Yy la creacién de un codén de terminacidén prematuro.



Georgopoulos et al. (1997) describieron la creacidn de un

codén de terminacién prematuro en la Tyr,;,, Y en otro paciente
encontraron el cambio de Leu por Phe;,, {(exén 11) (tabla 1).

Por otro lado, se ha reportado un polimorfismo genético
para un dinucledtido de repeticidén (C-A) localizado 3 kb
corriente arriba del extremo 3' del gen KAL. En los estudios
reportados, se analizaron 103 cromosomas de sujetos normales
habiéndose identificado seis fragmentos en geles de
secuenciacidn, los cuales difirieron en tamafio del producto
prediche (179 pb) (Bouloux et al., 1991; Zhang et al., 1993).
Hardelin et al. (1993a) demostraron dos polimorfismos de una
sola base, uno de estos se localiza en el exén 11 y es el
cambio de A por G que sustituye val por Ile,,. El otro se
encuentra en el exén 12 y sustituye T por C en la base 1983
gin producir cambio en el residuo de aminodcido. Georgopoulos
et al. (1997) encontraron otros dos polimorfismos diferentes,
el primero es el cambio de His por Arg,, (exén 14) y el
segundo, es el cambio de A por G en el coddén 651 del exdn 13,
esta sustitucidn no genera cambio en el aminodcido
(arginina) .

El gen KAL codifica para una proteina de 680
aminodcidos, la cual contiene un péptido sefial de 19
aminodcidos y carece de un dominio transmembranal o sitio de
unidn a fosfatidilinositol. En la regién amino terminal tiene
un dominio rico en cistefnas (centro de cuatro disulfuros),

este dominio se encuentra en aqgquellas proteinas tales como

inhibidores de proteasas, neurotoxinas y aglutinina de germen



MUTACIONRS DESCRITAS RN EL GEN KAL

PACIENTES MUTACION REFERENCIA
[ Tres deleciones completas del gen con sindrome de genes contiguos Ballabio et al., 1989
Delecidén intragénica que comprende desde el exdn 2 hasta el exén 14 Parenti et al., 199§
59 Deleci6én intragénica de 3300 pb Bick et al., 1992
1 Delecidn completa del gen con sindrome de genes contiguos Meindl et al., 1993
[ Delecién completa del gen con si{ndrome de genes contiguos Bouloux et al., 1993
21 Dos deleciones completas del gen Hardelin et al.,
Trp,,,-dcodén de terminacién (exén 5) 1992-1993a,b
Arg,;,-¥codén de terminacién {exén 6)
Trp,,—¥codén de terminacién (exén 6}
Asn, ,—Lys (exén 6)
Gln,,,~+codén de terminacién (exén 3]
Arg,,—~codén de terminacién (exén 9)
Deleci6n de una citocina en la posicién 981 {exén 6)
Insercién de una adenina en la posicién 1166 {exbn 7)
Mutacibn en el sitic aceptor del intrén 12
6 Dos deleciones del ex6n 2 del gen con sindrome de genes contiguos Baige et al., 1994
1 Oelecién completa del gen con sindrome de genes contiguos Klink et al., 1994
3 Delecién completa del gen con sindrome de genes contiguos Martul et al., 1995
12 Delecién del exén 1 Quinton et al,, 1996
Delecién del exén exén 11
Delecién de una citocina en la posicién 1847 (exén 12)
24 delecidn intragénica de 14 pb {exén 10}

delecién intragénica de 9 pb {extremo 3’ del exén 8)
Tyr,,,~ codén de terminacibn {exén 7)

Phe,,,— Leu {exbn 11)

Georgopoulos et al.,
1997




de trigo (Drenth et al., 1980). Dos terceras partes de la
regién carboxilo terminal presentan gran similitud con los
repetidos de fibronectina tipo III (figura 1). Estos
repetidos estdn presentes en moléculas de adhesidén celular

neural (Lander, 1989) y en cinasas y fosfatasas ligadas a

receptores . (Fisher et al., 1991). Muchas de estas moléculas

que contienen repetidos de fibronectina tipo III estan

implicadas en rutas de migracién neurconal y axonal (Dodd y

Jessell, 1988; Chiquet et al.,, 1991; Reichardt y Tomaselli,
1991; Hynes y Lander, 1992). Con todo esto la proteina
codificada por el gen KAL comparte homologia con moléculas de

adhesién celular neural implicadas en procesos de migracidn

neuronal.

Por medio de inmunohistoquimica e hibridacién in situ,

se demostrd en embriones de ratédn gque las neuronas due
secretan GnRH se originan en la placa olfatoria; durante el
desarrollo, las neuronas de GnRH migran a lo largo de las
neuronas olfatorias y cruzan el bulbo plfatorio para llegar
finalmente a su localizacién en el hipot&lamo (Schwanzel-
Fukuda y Pfaff, 1989; Wray et al., 1889). A partir de 1lo
anterior, resulta evidente que 1las interacciones entre los
axones de las neuronas olfatorias y las células mitrales
localizadas en el bulbo son importantes para la migracién de
las neuronas productoras de GnRH. La evidencia de que una de
estas moléculas estd ausente en el sindrome de Kallmann, fue
confirmada mediante el andlisis histopatoldgico de un feto de

19 semanas con sindrome de Kallmann ligado al cromosoma X
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Figura 1. Esquema completo del gen KAL. En la parte
inferior se seflalan las regiones de mayor importancia

de la proteina codificada por este gen (del Castillo et
al.,.1992).



(Schwanzel-Fukuda et al.,, 1989). En este caso, los axones
clfatorios se desarrollaron normalmente e iniciaron su
migracién hacia el cerebro anterior, pero se detuvieron
prematuramente en las meninges entre la placa cribiforme y el
cerebro anterior. Estos datos sugirieron que un defecto en la
interaccidén neuronal y/o sinaptogénesis mids que en la
migracién, constituye el defecto primario en el sindrome de
Kallmann (Schwanzel-Fukuda y Pfaff, 1989) . La proteina
codificada por el gen KAL puede ser el sustrato de una
molécula de adhesién que promueva la interaccién entre las
dendritas de las células mitrales y los axones olfatorios. En
ausencia de KAL, estas interacciones no pueden establecerse y
podria generarse la regresién de los bulbos olfatorios
después de una fase normal de desarrollo (Rugarli y Ballabio,
1993) .

Los avances en la biologia molecular han permitido
establecer el defecto genético preciso de enfermedades
hereditarias. En particular, la técnica de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) puede detectar deleciones
totales o parciales de un gen y establecer asi el diagnéstico

molecular exacto.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) tiene como
finalidad la amplificacién enzim&tica de una secuencia de DNA
especifica a partir de un molde de &cido nucléico (DNA o

RNA). La esgpecificidad de 1la amplificacién se debe a 1la



hibridacién de un par de oligonucledtidos (secuencias cortas
de nucledtidos), con secuencias complementarias a las
regiones que flanquean al segmento de DNA de interés (Erlich
et al., 1988).

La reaccién involucra una serie de ciclos de
desnaturalizacién del DNA por calor, alineamiento de los
oligonucledtidos a sus secuencias complementarias y la
extensidén de los oligonucledtidos alineados por medio de una
DNA polimerasa. El producto obtenido de wun ciclo de
amplificacién sirve como templado para el cicle siguiente; de
esta forma, en cada ciclc se duplica la cantidad del segmento
deseado lo que resulta en una acumulacién exponencial de 2°
del mismo, donde n representa el nimero de ciclos a log gue
se somete el DNA. Las regiones flanqueantes del DNA
amplificade estdn definidas por los extremos 5*' de los
oligonucledtidos utilizados (figura 2) (Erlich et al., 1988).

La amplificacién exponencial de secuencias de DNA no es
un proceso ilimitado, durante la reaccidén de PCR se alcanza
un nivel de amplificacién en donde se acumula una cantidad de
substrato mayor del que la DNA polimerasa puede extender
durante el tiempo establecido. Cuando lo anterior ocurre 1la
eficiencia de la reaccién disminuye y el producto amplificado
se acumula en forma lineal en lugar de una forma exponencial;
esto se conoce como efecto "plateau" o efecto meseta (Erlich
et al., 1988; Innis et al., 1990).

La composicién de una mezcla de PCR incluye al DNA

molde, el amortiguador de amplificacién, los
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Figura 2: Representacién esquemdtica de la PCR. La amplificacién de la secuencia
blanco sucede de manera exponencial de acuerdo a la formula Nf= No(1+Y)™?!
donde:

Nf= nimero de copias final de la secuencia blanco de doble cadena

No= numero de copias inicial

Y= eficiencia de extensién del oligonucleétido por ciclo

n= nimero de cicles



oligonucledtidos, los desoxirribonucledtidos trifosfatados y

la DNA polimerasa {(Sambrook et al., 1989).

DNA molde
Pueden ser substratos para una reaccién de

DNA de fagos, producto de PCR,

PCR: DNA

genémico, DNA de plasmidos,
DNA complementarioc y RNA mensajero (Cha y Thilly, 1995).

Con esta técnica podemos obtener con tan solo 10° pug de

templado y de 30 a 35 ciclos de amplificacidn entre 0.5 y 1.0

Hg de producto amplificado (Sambrook et al., 1989).

aAmortiguador de amplificacidén

La solucidn amortiguadora estédndar al

10X para PCR

contiene: KCl1 500 mM, Tris-HCl 100 mM (pH 8.3 a temperatura

MgCl, 1.5 mM y 0.01% de gelatina (Innis et al.,
va que

ambiente),

1990) . La presencia de cationes divalentes es critica,

la eficiencia y especificidad de la reaccidn dependen de 1la

concentracién de estos iones. E1l DNA a utilizar como templado

no debe contener altas concentraciones de agentes quelantes
como EDTA o grupos iénicos cargados negativamente ya que

pueden interactuar con los iones Mg® presentes en el

amortiguador ¥y por lo tanto inhibir la reaccién (Erlich,

1989) .

Oligonucledtidos

Los oligonucleétidos ("primers") utilizados en una PCR

generalmente est&n compuestos de 18 a 28 nucledtidos.
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La secuencia de éstos debe ser complementaria con las
regiones flanqueantes al segmento de DNA de interés; ademds,
estos oligonucledtidos no deben ser complementarios entre si
vya gque durante la reaccién de amplificacién pueden aparearse
entre ellos (Innis et al., 1990).

La concentracién de oligonucledtidos para una reaccién
de PCR de por lo menos 30 ciclos de amplificacidén es de entre
0.1 y 0.5 UM. Una mayor concentracién de éstos puede producir
alineamientos inespecificos en el DNA, lo que conduce a la

amplificacién de segmentos errdneos (Innis et al., 1990). Del

mismo modo, si la cantidad de oligonucleétidos a utilizar
resulta escasa, la reaccién se vuelve ineficiente; por Ilo
tanto, es importante determinar la cantidad especifica de
oligonucledtidos para cada reaccidn en particular con el fin
de obtener los resultados adecuados (Sambrook et al., 1989).

La temperatura de alineamiento de los oligonucledtidos a
la secuencia de interés determina la especificidad de 1la
reaccidn. Temperaturas por debajo de la temperatura Sptima de
alineamiento ocasionan apareamientos inespecificos; en
cambio, temperaturas por arriba de la Sptima evitan la unién
de los oligonucleétidos al DNA. (Innis et al., 18990).

El contenido de G+C en los oligonucleétidos determina la
temperatura de fusidn (Tm) , la cual <corresponde a la
temperatura en la cual la mitad del DNA se encuentra como

cadena sencilla y un aumento de estas dos bases es

directamente proporcional al incremento de Tm {Sambrook et

al., 1989).



Tm= 2 (A+T) + 4 (G+C)
Conociendo el valor de la Tm para un par de
oligonucledtidos se podrd calcular la temperatura tedrica de

alineamiento (Ta), de acuerdo a la siguiente ecuacién (Innis

et al., 19%0):
Ta= Tm - 5°C

Degoxirribonucledtidos Trifogfatados (dNTPs)

La DNA polimerasa incorpora los dNTPs complementarios al
DNA molde. Durante la reaccién de PCR se utilizan a

concentraciones entre 20 y 200 uM para cada uno; deben

mantenerse concentraciones equivalentes de los cuatro dNTPs

para minimizar errores de incorporacidén (Innis et al., 1990).

Un cambio en la concentracién de los mismos afecta los
niveles de Mg*® libre en solucién debido a la formacién de
complejos dNTP-Mg. Si la concentracidn de cada dNTP excede
los 50 mM, puede ocurrir inhibicidn total de la actividad de

la DNA polimerasa (Erlich, 1988).

DNA_polimerasag

La DNA polimerasa incorpora los dNTPs al formar un

entre el grupo hidroxilo libre en el
del

enlace fosfodié&ster
extremo 3' del Gltimo nucledtido y el grupo fosfato en 5!

nucleébtido entrante. La energfa para esta reaccidn proviene

de la hidrSlisis del fosfato y de cada dNTP gue se incorpora

(Ausubel et al., 1980).



Todas las DNA polimerasas in vivo necesitan un cebador

que se encuentre en el lugar de inicio de la sintesis de la

cadena complementaria al DNA molde. El cebador es un pequefio

fragmento de RNA que proporciona el extremo 3'-OH libre para

que actie la enzima (Sambrook et al., 1989). In vitro, las

DNA polimerasas utilizan como cebador a una serie de

desoxirribonucleétidos sintéticos (oligonucleétidos), cuya

secuencia es complementaria con las regiones flanqueantes al
segmento de DNA q\.ie se quiexe amplificar (Erlich et al.,
1988) .

En los protocolos, originales para la realizacidn de 1la

PCR (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Mullis y

Faloona, 1987), se empled el fragmento Klenow de la DNA

polimerasa I de Esgcherichia c¢oli. Las reacciones con esta

enzima resultaron exitosas para la amplificacién de

fragmentos pequeflos de DNA (<200 pb); sin embargo, los

resultados obtenidos con fragmentos mayores no fueron 1los

esperados ya que la cantidad de producto final era poca y de

tamaiio heterogéneo. El fragmento Klenow de la DNA polimerasa

I se inactiva a las temperaturas necesarias para
desnaturalizar el DNA'(Cha "y Thilly, 1995). Poco después se

utilizé otra DNA polimerasa termcestable, gue proviene de la

B
bacteria Thermus aguaticus, llamada Taq polimerasa, gque crece

en aguas termales con temperaturas aproximadas a los 70°C

(Saiki et al., 1988). Debido a su caracter termoestable la

Taqg polimerasa ha sido la m&s utilizada en PCR, ya sea en su



forma nativa, extraida de T. aguaticus, o la recombinante

obtenida en E. coli (Innis et al., 199%0).

La actividad de esta enzima, tiene una vida media de

aproximadamente 2 horas a 92.5°C, de 40 min a 95°C y de 5 min
a 97.5°C (Innis et al., 1990). La alta especificidad

catalitica de esta enzima permite la amplificacién de un

segmento 4 X 10° veces en aproximadamente 25 ciclos lo que
puede ocasionar que la reaccidén entre en una fase
egtacionaria y se origine un efecto meseta (Saiki et al.,

1988) . A partir de este punto, a medida que transcurren mas

ciclos, el producto amplificado comienza a desaparecer, esto

debido a 1la actividad exconucleasa 5'—»3’' de la Tag DNA

pelimerasa (Erlich y Arnheim, 1992).
Para catalizar una reaccidn estdndar de PCR se necesitan

aproximadamente 2 U de Tag DNA polimerasa. La adiciédn en

exceso de esta enzima puede ocasionar amplificacién de

secuencias inespecificas (Sambrook et al., 1989).
Una vez que los oligonucledtidos se han alineado a sus

secuencias complementarias en el DNA molde, se inicia 1la

extensién de los oligonucledtidos a 72°C (temperatura de
actividad &ptima de la Taq polimerasa) (Saiki et al., 1988). ~
Se sabe que la Tagq DNA polimerasa tiene un indice de

error de 2 X 10" nucledtidos por ciclo, la probabilidad de
que este evento ocurra es de 10°. La frecuencia de error

aumenta a medida que las concentraciones de dNTPs y Mg*" son

mayores (Cha y Thilly, 1995).
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Aplicaciones de la PCR
La técnica de PCR es de gran utilidad en el diagnéstice

de enfermedades genéticas (Wong et al., 1987; Engelke et al.,

en la deteccidn de secuencias de &cidos nucleicos de

(Kwok et al., 1987;

1988) ;
organismos patdgenos en muestras clinicas

Ou et al.,. 1988), en la identificacién genética de muestras

forenses como cabellos (Higuchi et al., 1988), & semen (Li et

al., 1988) y en el an&dlisis de mutaciones en oncogenes

1987; Farr et .al., 1988). La técnica
{1987) ha

activados (Bos et al.,

de PCR descrita originalmente por Mullis y Faloona

sufrido modificaciones, esto permitidé su utilizacidn en

diversos campos de investigacidén. En la actualidad existen

muchas variantes de la técnica original, a continuacién se

describen algunas de estas:

1 itu
Esta técnica permite llevar a cabo la amplificacién de
secuencias de DNA de interés a partir de muestras que se han

procesado histolégicamente y que se conservan en laminillas

(Bagasra et al., 19%92).
La PCR iIn situ se realiza directamente en el tejido y

todos los componentes de la reaccidn se adicionan al mismo.

{Gressens y Martin, 1994).



Transcripcién_ reversa-PCR {RT-PCR)

A la técnica de PCR se incorporsé un paso de
transcripcidn reversa con la finalidad de poder evaluar la
expresidn de un gen en tejidos especificos. Para ello, se
utiliza una transcriptasa reversa que sintetiza el DNA
complementaric (cDNA) a partir del RNA mensajero (mRNA) que
se desea estudiar. Y una vez obtenido este cDNA se procede a
la amplificacidén de la secuencia de DNA de interés (Ausubel

et al., 1990).

idad

Esta técnica se utiliza para eliminar los segmentos
ectSpicos a la secuencia de interés que se han amplificado
junto con ella. La PCR anidada consiste en someter una
pequefia alicuota de esa primera reaccidn a una segunda PCR
utilizando un par de oligonucleétidos internos a las regiones
flanqueantes de la primera reaccidén, lo cual incrementa 1la
sensibilidad de la reaccién (Mullis y Faloona, 1987; Gibbs,

1990; Zhang y Ehrlich, 1994; Zimmerman et al., 1994).

Ampl i acid <D con oligonugledtido ixtos (o] ~PCR

En esta técnica se utiliza como templado mRNA para
sintetizar cDNA por medioc de la transcriptasa reversa. En
esta reaccién se emplean dos grupos ("pooles") .de
oligonucleétidos degenerados que tienen la capacidad de
alinearse a varias secuencias con cierta homologia,

incluyendo la secuencia de interés. Esta técnica se utiliza
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para construir sondas o c¢DNAs que se desean clonar y su

ventaja consiste en que se generan de manera ré&pida sondas de

secuencia Unica (Lee et al., 1988).

or P cho PCR
Esta metodologfa resulta una modificacidén de la técnica

MOPAC-PCR; en ella, la primera cadena de cDNA se sintetiza de

manera convencional. Posteriormente, al cDNA obtenido se le

. adiciona una cola de poli(dG) en el extremo 3', utilizando

una terminal transferasa. El segmento de interés es

amplificado con un oligonucledtido que consiste de una cola

de poli(dC} unida a una secuencia gque contiene sitios de

restriccién especificos, denominados ancla ("anchor") y el

segundo oligonucledtido sintético es complementaric a un

segmento de la secuencia de interés. La adicién de secuencias

para sitios de restriccidn especificos, permiten la clonacién

de genes (Loh et al., 1989).

ami un mosom r medi de _PC emi-a tori

{SRPCW)
Esta metodologia sirve para identificar secuencias

desconocidas dentro de un templado muy extenso, para ello se

utiliza un par de oligonucledtidos de los cuales uno presenta
una secuencia complementaria a una regidn flangueante
conocida y el otro contiene una secuencia al azar. Bajo
condiciones de bajo rigor se obtendran wvarios fragmentos gque

se podrdn secuenciar. Posteriormente se realiza una segunda



secuenciados con el fin de
(Ge

PCR de los fragmentos vya

seleccionar regiones gque nuevamente se pueden secuenciar

y Charon, 1997).

CR v id. IPCR

La PCR invertida permite caracterizar segmentos de

secuencia desconocida que flanguean una secuencia blanco. En

esta técnica se utilizan dos oligonucleétidos que son

complementarios a los extremos 5 de ambas cadenas

complementarias. El producto de PCR resultante es una
molécula lineal de DNA de doble cadena gque consiste de una
serie de secuencias arregladas de ‘"cabeza a cola" que
flangquean un segmento de DNA de interés (Ochman et al. 1988).
amplificagidn rdpida de extremos de ¢DNA (RACE-PCR)

Este método permite caracterizar la secuencia de 1la

regiénes 5" ‘o 3' de un segmento especifico de DNA (Stappert

J, 1994).

Para determinar la secuencia del extremo 3' se realiza

un RT-PCR del mRNA utilizando un oligo (dT) como primer; este

oligonucledtido tiene ademéas una regién conocida.

Posteriormente, se sintetiza la cadena complementaria

utilizando un primer qgque se aparea con las secuencias

conocidas del oligo (dT). Una vez obtenido el DNA de doble

cadena se realiza una PCR anidada (Stappert J, 1994).

En el caso de que se desee caracterizar la regién 5' del

gen se realiza wun RT-PCR utilizando un oligonucledtido
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complementarioc a la regién 3' del mismo, que tiene ademds una

secuencia conocida. Después se le introduce un poli (dC) en

el extremo 3' del gen por medio de una terminal transferasa.

El DNA de doble cadena se sintetiza utilizando un

oligonuclesdtido complementario al poli (dC). Posteriormente

se realiza una PCR anidada (Stappert J, 1994).
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OBJETIVO

Identificar posibles deleciones en la regién Xp22.3 en

pacientes con diagnéstico comprobado de sindrome de Kallmann.

HIPOTESIS

Algunos pacientes con sindrome de Kallmann ligade al
cromosoma X presentan deleciones en el gen del Sindrome de

Kallmann.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 27 pacientes con diagnéstico comprobado de

sindrome de Kallmann.

Criterios de ingclusién
1) Sujetos masculinos mayores de 18 aflos de edad ¢ hermanos

de sujetos previamente diagnosticados con sindrome de

Kallmann.
2) Diagndstico clinico y de laboratorio de sindrome de
Kallmann:
A) Desarrollo puberal Tanner 1.
B) Anosmia o hiposmia.

C) Concentraciones basales prepuberales de gonadotropinas

y testosterona.

D) Placa simple de crdneo sin alteracion.

iter exclus
1) Procesos inflamatorios crédnicos del tracto respiratorio.
2) No cumplir con alguno de los criterios de inclusién.

Al ingreso de cada paciente se practicdé una evaluacién
clinica detallada con el fin de diagnosticar el sfindrome de
Kallmann. Las caracteristicas clinicas de cadd sujeto se
pueden observar en la tabla 2. Para establecer el diagnéstico

se considerd que un paciente presentaba dicho sindrome cuando
se encontraba en estadioc 1 de la clasificacidén de Marshall y

Tanner (1970) y ademds presentaba anosmia o hiposmia
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TABLA 2
CARACTERISTICAS CLINICAS Y CITOGENETICAS DE LOS 27 PACIENTES CON

SINDROME DE KALLMANN
PACIENTE EDAD ALTERACION EN LA
OLFACION
-1 10 Hiposmia
2 21 Hiposmia
3 20 Hiposmia
4 51 Anosmia
5 34 Anosmia
6 24 Anosmia
7. 20 Anosmia
8 26 Anosmia
9 19 Anosmia
10 20 Hiposmia
11 19 Hiposmia
12 19 Anosmia
13 20 Anosmia
14 9 Anosmia
15 18 Hiposmia
16 18 Anosmia
17 19 Hiposmia
18 25 Anosmia
19 28 Anosmia
20 20 Anosmia
21 23 Anosmia
22 28 Hiposmia
23 18 Anosmia
24 18 Hiposmia
25 23 Anosmia
26 29 Anosmia
27 18 Anosmia

Todos los sujetos presentaron cariotipo 46,XY sin alteraciones estructurales




asociadas. Para determinar 1la alteracién olfatoria, se

practicaron pruebas de olfacidén de acuerdo a la metodologia

descrita por Rosen et al.(1979). Estas pruebas consisten en

la evaluacidn de la olfacidén mediante la identificacién de

diversos aromas que ya han sido estandarizados previamente.

con los ojos vendados se le presentan estos

inicidndose con el aroma menos
Se

Al paciente

aromas en recipientes opacos,
penetrante, para finalmente utilizar el mds penetrante.

utilizaron los siguientes aromas: dentifrico, vainilla, café,

colonia y alcohol. Se considerd que el paciente era andsmico

cuando no percibié ninguno de los S5 aromas probados; se
individuo como hipdsmico cuando no percibid

clasificd al
Desde luego, la prueba

alguno{s) de los aromas presentados.
se difirié en caso de existir alguna anomalifa por la cual la
olfacién estuviese alterada circunstancialmente, por ejemplo:
gripa, rinitis alérgica, etc.

Se consider$ gue el padecimiento presentaba transmisidn

ligada al cromosoma X cuando existié por lo menos un hombre

afectado en la familia de la madre del propdsito, ausencia de

mujeres afectadas en la familia y ausencia de consanguinidad.

el proyecto aquellos

basales de LH, FSH

Solamente se incluyeron en

pacientes que presentaron concentraciones

Y testosterona por debajo de los valores de referencia para

esto es: LH= 3-12mUI/ml, FSH= 0.5-5.0

un adulto normal,
mUI/ml y testosterona > 3.8ng/ml. La metodologia para 1la
determinacién de estas hormonas se ha descrito previamente.

(Ulloa-Aguirre et al., 13988; Mé&ndez et al.; 1989; Garcia-Rubi
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et al., 1992). En la tabla 3 se presentan las concentraciocnes
hormonales plasméiticas de los 27 sujetos estudiados.

Se excluyd la posibilidad de una 1lesidén tumoral que
estuviera condicionande el hipogonadismo hipogonadotrépico
mediante placas de crdneco AP y lateral. Asimisme, mediante 1la
historia clinica detallada se excluyeron otras causas de
hipogonadismo hipotalimico.

Para el an&lisis de los 14 exones del gen KAL se
extrajeron 5 ml de sangre periférica a cada uno de los

pacientes que se incluyeron en el estudio.

Extraccién de DNA genémico

El DNA gendémico tanto de los pacientes como de los
controles se obtuvo mediante una técnica previamente descrita

(Buffone y Darlington, 1985; Kempter y Grossbadern, 1992) con

algunas modificaciones (Cuevas-Covarrubias et al., 1997).
1. Se tomaron 5 ml de sangre de cada sujeto y se colocaron
en tubos que contenfan EDTA como anticoagulante. Se

invirtieron los tubos para homogenejzar.

2. Se colocd la sangre en tubos Falcon de 25 ml y se agregd
Sml de un amertiguador de TTS {apéndice I) y se mezclaron
perfectamente.

3. Se transfiridé la mezcla anterior a microtubos de 1.5 ml
de capacidad y se agitaron vigorosamente.

4. Todos los tubos se centrifugaron a 9,221 g durante 2 min

y se descartd el sobrenadante.
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TABLA 3
CONCENTRACIONES HORMONALES BASALES DE LOS 27 PACIENTES CO;

SINDROME DE KALLMANN
PACIENTE LH (mUUmi) FSH (mUVmb) T (ng/mil)
1 0.2 0.4 0.1
2 - - -
3 1.1 0.7 1.1
4 - - 0.3
5 - 0.3 04
6 1.0 - 0.8
7 1.2 0.4 0.4
8 0.9 0.6 0.5
9 0.4 0.2 0.45
10 0.7 0.3 0.32
11 1.3 0.1 0.4
12 2.4 - 0.33
13 0.9 - 0.16
14 0.3 0.2 0.3
15 0.5 0.2 0.3
16 0.5 0.1 0.32
17 0.7 0.2 0.32
18 2.0 0.2 0.21
19 1.4 0.3 0.4
20 0.1 0.3 1.4
21 0.3 0.4 1.2
22 1.2 0.3 0.4
23 1.6 0.3 0.38
24 [ - 0.51
25 0.2 0.2 0.36
26 2.6 - 0.19
27 0.1 0.3 0.28

Valores de referencia:
LH=3-12 mUlVml
FSH= 0.5-5.0 mUl/mi
Testosterona> 3.8 ng/ml



5.

9.

10.

11.

12.

13.

espectrofotométrico mediante las lecturas a 260 y 280 nm.

Todos los botones se resuspendieron en 1 ml del mismo

amortiguador, se agitaron y se centrifugaron a 9,221 g

durante 2 min.

Se repitié el paso 5 las veces gue fueron necesarias
hasta obtener un botén de glébulos blancos limpio.

Se resuspendieron los botones en 570 Ml de NaCl S0 mM y

se agregaron 30 Hl de SDS al 10% (apéndice 1I). Las

muestras se agitaron durante 5 minutos.
Las proteinas se precipitaron adicionando 250 pl de Nacl
saturado (apéndice I). Las muestras se agitaron durante 5

minutos.

Posteriormente, se centrifugaron a 9,221 g durante 15 min

a 4°C.

El sobrenadante se transfirid a un tubo Cérex estéril de
50 ml y se adicions 2.5 veces el veolumen de etanol
absoluto frio (-20°C) Se agits cuidadosamente.

Se recolectd el DNA precipitado de cada sujeto con una
pipeta Pasteur esté&ril de punta curva.
El DNA se lavé con etanol al 70%. y se dejé secar a
temperatura ambiente.

El DNA se resuspendid en 200 Ml de un amortiguador de TE

(apéndice I). Todas las muestras se guardaron a -20°C.

En todas las muestras obtenidas se realizd un andlisis
La
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concentracién de DNA se calculd mediante 1la siguiente
fSrmula:

[DNA] (pug/pl) = (A,) (dilucién™) (0.05ug/pul)

Sabiendo que 0.05 pg/pl de DNA = 1 D,O,,

L.a relacidén 260/280 indica la pureza del DNA obtenido.
Se considera que las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0
unidades de D.O,, son las Sptimas.

Para determinar la calidad de la muestras se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro

de etidio al 0.0002%.

Sintesis de oligonucleétidos

La sintesis de los oligonucledtidos para los 14 exones
.del gen del sindrome de Kallmann se realizé de manera
automitica en un sintetizador Oligo 100, DNA Synthetisizer de
Beckman. Todos los reactivos utilizados se adquirieron de

Beckman (California, USA).

1. Se colocd en el aparato la columna gue tenfa unido el
nucledtido en posicidén 3' del primer que se sintetizd.

2. Se removid el dimetoxitril de la posicién S del
nucleétido unideo al soporte por 1liberacién de &cido
tricloroacé;ico.

3. Se agregd tetrazol Yy se mezcld con los monSmeros de
fosforamidita.

4. Se formd un intermediario activo entre la fosforamidita y

el tetrazol.
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S. El intermediario se acopld con el grupo 5'-OH expuesto del
nuclesdtido unido al soporte.
€. Se unieron grupos acetilos a grupos hidroxilos libres que
podian intervenir en la reaccidn.
7. Se oxidé el f&sforo trivalente de la cadena naciente con
H0, I,.
8. Este ciclo se repitié hasta completar la sintesis del
oligonucledtido.
9. Este se desprendié del soporte sélido al lavarse con
hidréxido de amonio.
10. Se secd mediante centrifugacién al vacio y se resuspendié
en 200 ul de agua bidestilada estéril.
11. Todos los oligonucledtidos se almacenaron a -20°C.

Cada oligonucleétido se diluyd 1:500 y se realizéd la
lectura espectrofotométrica a 260 nm. La concentraciédn de
cada uno se determind mediante la siguiente f&rmula:

{oligonucledtidol, (ug/Hl) = (A,,) (dilucidn™ ) (0.03u/nl)

donde 0.03 ug/ul de oligonucldtido = 1 D.O.,,

Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
Se utilizarcn los pares de oligonucledtidos

correspondientes a los 14 exones del gen KAL (Hardelin et
al., 1993a). La secuencia de cada oligonucleétido, el tamafio
de 1los productos de amplificacién y la temperatura de
alineamiento se describen en la tabla 4. Los reactivos para

llevar a cabo la reaccién de PCR se adquirieron a Perkin-
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TABLA 4

CONDICIONES DE PCR
EXON | OLIGONUCLEOTIDOSEN TEMPERATURA DE PRODUCTO
DIRECCION §'—»3 ALINEAMIENTO AMPLIFICADO
(pb)
1 CCTCGCCCTCGCCCTCGACCCGCAG 63 325
GAACTTTGCGAGCCCAGGCTGGGA {4% DMSO)
G
2 TTGGAAGGGAAGGACAGCAGG 55 230
GCACCATTCATACAGGTATAG
3 TCTCAGCTTTIGTITGTTTCCA 55 174
CGTAAGCATAGTCAGATTTGG
3 ATGTCTTGGAAATCAGACTTC 55 334
ATGTGACACTGCATGTGTCTT
3 CAGATIGITITAATIGATACG 55 267
GCAGACACTACCTCCAGGATG
6 AGTGACATGTTCCCIGTGCTC 55 218
CTGGTAGCAAGGATAGTATTC (4% DMSO)
7 ATGATGTGTCTTTGTACTGGG 55 269
TGGGAATAACAATCCTTCCTC
8 GACGTGGAAGGITTGTAACGC 53 237
ATCATGTCACAATCATCTTGA
9 TGCCCAGGAATCTATAATTAC 35 266
ACTATCTCTATATTACTGTGC
10 ACCTGGAATGTAACATCCAGE 33 353
ACCATTCTGCTTTCCACTTCC (10% DMSO)
1] AATATGATTTCAATTCITGCC 55 272
GATGTAGAAGTCCTTCAGGTG (2% DMSO)
12 TCTCCAGTCGCCTAATCCTGG 55 302
CCAATGACACAGACATAGTAC
13 GTGCATTGCATGITGICTICTG 55 240
TGACAGGATGGCTTAATGCCC
55 147

ATGTTACTGACATATTTTGTC
GGCCGAAGTTCAACAAGCTTA

T

DMSO= dimetilsulfoxido




Elmer (New Jersey, USA). Los programas de amplificacidén se
realizaron en el equipo DNA Thermal Cycler 480 de Perkin-

Elmer.

En un tubo estéril para microcentrifuga se agregaron a un
volimen final de 50 ul lo siguiente:

1. Amortiguador de amplificacién 10X a una concentracién
final de 1X.

2. DMSO al 4% para el exén 1 ¥y 6, al 10% para el exén 10 y al
2% para el exén 11.

3 Mezcla de los 4 dNTPs a una concentracidn final de 20 uM.

4. Oligonucledbtidos a una concentracién final de 250 nM.
Entre 0.5 y 1.0 pg de DNA.

€. Se afladieron 2 U de Tag polimerasa.

7. Se cubridé la mezcla de reaccidn con 100 pl de acelte
mineral.

8. El programa de amplificacién fue:

Desnaturalizacidn Alineamiento Extenaién
30 ciclos 1 min a 94°C 55°C durante 1 min 1 min a
(excepto para el 72°C

exén 1 en donde la
temperatura de
alineamiento fue a
63°C)
Extensidn S min a
prolongada 72°C"

Los productos de cada reaccidén de amplificacién se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%

tefiido con bromuro de etidio 0.0002%, en todos los casos se
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incluyé un marcador de peso molecular (escalera de 100 y 123

‘pb, Gibco BRL, Life Technologies, Inc. Meryland, USA).
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RESULTADOS

Los estudios de los arboles genealdgicos, practicados a
todos los pacientes permitieron confirmar el patrén
hereditario ligado al cromosoma X en 7 familias (12 sujetos)
(figura 3). Todas las familias pertenecieron a genealogias
diferentes.

En el an&lisis por PCR del DNA gendmico de los 27
pacientes estudiados, se demostrd que el tamafio de los
productos de DNA fue el esperado de acuerdo a sSu peso
molecular y que existfia amplificacién de los 14 exones del
gen. En dos pacientes (#5 y #6) hermanos, se o©observd
amplificacién normal de los exones 1 y 2 asi como del 6 al
14, en tanto que no se observé amplificacién de los exones 3
al 5 lo cual demostrd una nueva delecién intragénica (figura
4).

En otro paciente (#7) se encontrd amplificacién normal
de los exones 4 al 14 por PCR; sin embargo, los exones 1, 2 y
3 se encontraban deletados lo que demuestra la existencia de

otra nueva delecién intragénica (figura 5).
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19a

M SINDROME DE KALLMANN

Figura 3. Arbol genealédgico de los pacientes #13 y #14.
Se puede apreciar que en esta familia dos sujetos se
encontraban afectados.



EX ON

Reaccidén en cadena de la polimerasa llevada a cabo
asi como en un control masculino
asi como la

Figura 4.
en el DNA del paciente #5,

sano. Obsérvese la ausencia de los exones 3 al 5,

Jpresencia de los exones 2 al 6 en el sujeto afectado. En el

control se observa la presencia de los exones 2 al 6.
E= Escalera de 123 pb

C= Control

P= Paciente

* = DELECION



E X ON

Figura 3. Reaccidn en cadena de la polimerasa. Obsérvese la

amplificacién enzimdctica del exdén 4, asi como la ausencia de
productos de PCR de los exones 1 al 3 del gen KAL en el
sujeto estudiado.

E= Escalera de 100 pb

C= Control

P= Paciente #7

* = DELECION



DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo realizamos el estudio molecular de 27
pacientes con diagnéstico de sindrome de Kallmann, entidad
que se caracteriza por la asociacidén de hipogonadismo
hipogonadotrépico con anosmia o hiposmia (Kallmann, 1944).
Este sfindrome posee un patrén hereditario variable; sin
embargo, la existencia de un mayor nimero de varones gue de
mujeres afectados sugiere que la forma ligada al cromosoma X
es la m&s frecuente (Hermanussen y Sippell, 1985; White et
al., 1993). El1 gen dque al encontrarse alterado es el
responsable de la forma ligada al cromosoma X fue localizado
en el brazo corto de dicho cromosoma en la regién 22.3, en
una posicién adyacente a sitios conocidos como los
responsables de la condrodisplasia punctata y de la ictiosis
con deficiencia de sulfatasa esteroidea (Ballabio et al.,
1986) .

Hasta ahora se han estudiade molecularmente 137
pacientes afectados con sindrome de Kallmann. Los 6 pacientes
estudiados por Ballabio et al. (1989) presentaban delecién
completa del gen KAIL asociada a delecién de otros genes
contiguos. Posteriormente Parenti et al. (1995) al reanalizar
a uno de los sujetos estudiados por Ballabio, demostraron que
la delecién génica en este sujeto no era total sino que
inclufa desde el exén 2 hasta corriente abajo del exdn 14.

Bick et al. (1992) estudiaron a 59 pacientes
comprobidndose el patrén hereditario ligado al cromosoma X en

solo 16 de estos sujetos. El andlisis en estos individuos
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demostrs una delecidn intragénica del gen KAL de 3300 pb que

incluye los dos UGltimos intrones asi como el penidltimo y

parte del ddltimo exén. Asf la frecuencia de deleciocones

intragénicas en esta poblacidén corresponde al 1.7% de los

sujetos estudiados. En el resto de los individuos no se

observé delecién alguna. Hardelin et al. (1992, 1993a,b)

analizaron a 21 pacientes con sindrome de Kallmann ligado al

cromosoma X, encontrindose delecidn completa del gen KAL en

dos sujetos y 9 mutaciones puntuales. Paige et al. (18%4)

estudiaron a 6 individuos con esta entidad 1llevande a cabo

amplificacién por PCR exclusivamente del exén 2. En 5 de

estos sujetos se encontrd deletado dicho exdn, sin

establecerse con precisién la longitud de 1la alteracidn

molecular. Bouloux et al. (1993), Meindl et al (19%3), Klink

et al. (1994) y Martul et al. (1995) describieron 4 familias

con sindrome de Kallmann ligado al cromosoma X en las cuales

se observd delecidén completa del gen asociado a deleciones de

otros genes contiguos. Quinton et al. (1996) describieron en

12 pacientes dos deleciones intragénicas, la primera de ellas

comprende al exén 1 y la segunda al exén 11 del gen KAL, asi

comc delecidén de la C,,, en el exdn 1l2. Georgcopoulos et al.

(1997) describieron en un paciente, con deficiencia aislada
de gonadotropinas, una delecidn intragénica de 14 pb en el
exdn 10 y en 3 pacientes con sindrome de Kallmann una
delecidn intragénica de 9 pb en el extremo 3' del exdn 8, la

creacidn de un codén de terminacidn prematuro en la Tyr,, Y

un cambio de Leu por Pheg,, en el exén 11.
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Selo se han reportado 6 deleciones intragénicas del gen
KAL, Bick et al. (1992) demostraron la existencia de una
delecidén de 3,300 pb hacia el extremo 3' del gen. Parenti et
al. (1995) describieron una delecidn intragénica que
comprende desde el exdn 2 hasta corriente abajo del exdn 14.
La delecidén de solo 3 exones del gen KAL en este individuo
incluye s8lo la regién rica en Cys de 1la proteina. Hay gque
seflalar que esta delecién se localiza hacia el extremo S5' del
gen, sitio en donde solo se ha reportado una delecién lo que
confirma que dicha regién es importante para la funcionalidad
de la proteina. Con los hallazgos obtenidos podemos
establecer que el 7.4% de nuestros pacientes con sindrome de
Kallmann presentan deleciones intragé&nicas de este gen.

El anidlisis por PCR demostré delecidn de los exones 3 al
S en 2 pacientes que son hermanos (#5 y #6). Dicha delecién
incluye la regidn rica en Cys asfi como parte de los repetidos
de fibronectina tipe III de la proteina codificada por este
gen, esta nueva delecién confirma resultados previos gque
demuestran que esta regidén es importante para la funcién de
la proteina; ya que Hardelin et al. (1992 1993a,b) repoxrtaron
que las mutaciones puntuales en el exdn 5 en individuos
afectados son determinantes para la existencia de sindrome de
Kallmann. En otro individuo (#7) se pudo comprobar una
delecidn en Xp22.3 que comprende los exones 1 al 3 del gen
KAL.

Al igual que en otros estudios previos (Bick et al.,

1992; Hardelin et al., 1992, 1993) en nuestro trabajo se

40



demuestra que las deleciones del gen KAL son poco frecuentes
en los individuos afectados con esta entidad. Sin embargo,
también hay que considerar que Ballabio et al. (1989)
demostraron delecién del gen en los 6 pacientes estudiados.
Ahora bien, de los 21 pacientes en los cuales el gen KAL ha
sido secuenciado, solamente se ha demostrade mutacién puntcual
en 9 sujetos. El nlmero pequefic de sujetos estudiadeos hasta
ahora y lo parcial de las técnicas moleculares empleadas en
los estudios previamente descritos, incluido el nuestro, no
permiten por el momento concluir cual es la frecuencia real
de las alteraciones moleculares especificas que condicionan
la entidad patolégica en cuestién.

El andlisis por PCR del gen KAL de nuestros pacientes
nos permitié identificar dos nuevas deleciones intragénicas.
Esto demuestra que la técnica de PCR es un método de Biologia
molecular (itil y sencillo que permite identificar de manera
inequivoca la presencia de deleciones intragénicas. En el
resto de los sujetos en los que no se encontraron deleciones
es probable que la causa del sindrome de Kallmann, en estos
individuos, se deba a la existencia de mutaciones puntuales.

En conclusién, confirmamos que existe una gran
heterogeneidad en las mutaciones responsables de la presencia
del sindrome de Kallmann, ya gque describimos una nueva
delecidén hacia el extremo 5' del gen KAL gue ocasiona la
misma patologia gque otras mutaciones descritas anteriormente

en otras regiones de este gen.
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APENDICE I

Amortiguador de Amplificacién 10X
Cloruroc de potasio (KCl) 500 mM
Tris-Cloruro (Tris-Cl) 100 mM pH 8.3 a temperatura
ambiente
Cloruro de Magnesio (MgCl,) 15 mM
Gelatina al 0.1%

BEtilendiaminotetracético diséddico 0.5 M pH 8.0. (EDTA)
Dimetilsulféxido (DMSO)
Cloruro de sodio 50 mM (NaCl)
Cloruro de sodio saturado (NaCl)
Amortiguador de Tris-HCl Tritén X-100 y Sacarosa (TTS)
Tris-HCl 10mM pH 7.4
Tricdn X-100 1%
Sacarcsa 300 mM
Amortiguador de Tris-EDTA (TE)

Tris-HCl 10 mM pH 8.0
EDTA 1mM pH 8.0

Sulfato dodecilico sédico al 10% (SDS)
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