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ESTUDIO DE MUTACIONES EN EL GEN KALLMANN Y EN EL GEN DEL RECEPTOR DE LA HORMONA 

LIBERADORA DE GONADOTROPINAS EN PACIENTES CON HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROPICO 

RESUMEN 

Los pacientes con hipogonadismo hipogonadotrópico se presentan con infantilismo sexual debido a 

una deficiencia en la síntesis de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y/o de las 

gonadotropínas. Estos sujetos se clasifican en hipogonadismo hipogonadotrópico idiopático y síndrome de 

Kallmann (en el cual existen anosmia o hiposmia asociadas). 

En esta tesis, investigamos la presencia de mutaciones en el gen KAL así como en el gen del receptor 

de GnRH en 3 familias con hipogonadismo hipogonadotrópico, en 14 sujetos con hipogonadismo 

hipogonadotrópico esporádico y en 12 pacientes con síndrome de Kallmann ligado al cromosoma X. 

A cada paciente se le extrajo ONA para la amplificación y secuenciación de todos los exones de 

ambos genes. 

Se encontraron tres mutaciones en el gen KAL en 3 sujetos con síndrome de Kallmann. Asimismo, 

una de las 3 familias con hipogonadismo hipogonadotrópico presentó una mutación previamente no descrita 

en el gen del receptor de GnRH. En los demás sujetos se evidenció la asociación de diversos polimorfismos 

en el gen KAL. 

La ausencia de alteraciones moleculares en la mayoría de nuestros sujetos confinma estudios previos 

en los cuales no se han encontrado mutaciones en un alto porcentaje de estos pacientes. La presencia de 

alteraciones en regiones reguladoras de los promotores, en regiones no traducidas, dentro de los intrones, o 

bien la existencia de otro(s) gen(es) participante(s) deberán considerarse como posibles explicaciones para la 

presencia de hipogonadismo en estos individuos. 



MUTATIONAL STUDY OF THE KAL GENE AND THE GONADOTROPIN RELEASING HORMONE 

RECEPTOR GENE IN PATIENTS WITH HYPOGONADOTROPIC HYPOGONADISM 

ABSTRACT 

Patients with hypogonadotropic hypogonadism present sexual inlantilism due to impairment in the 

synthesis and/or release 01 the gonadotropin releasing hormone (GnRH) and/or gonadotropins. These patients 

are classified in idiopathic hypogonadotropic hypogonadism and Kallmann syndrome (where anosmia or 

hyposmia are associated). 

In this thesis we investigated the presence 01 mutations in the KAL gene, as well as in the GnRH 

receptor gene in three lamilies with hypogonadolropic hypogonadism, in 14 individuals with sporadic 

hypogonadotropic hypogonadism and in 12 patients with X-linked Kallmann syndrome. 

ONA was extracted lrom blood leukocytes in all individuals and all exons 01 both genes were 

amplilied and sequenced. 

Three new mutations 01 the KAL gene were lound in three patients with Kallmann syndrome. 

Likewise, one out 01 the three lamilies with hypogonadotropic hypogonadism presented an undescribed 

mutation 01 the GnRH receptor gene. AII the other individuals studied showed diverse polymorphisms 01 the 

KAL gene. 

The absence 01 molecular delects in most 01 our patients confirms previous reports where no 

mutations have been lound in the majority 01 these patients. The possibility 01 finding delects in the 

promoter regions, in untranslated regions, within the introns, or the participation olother(s) gene(s) should 

be considered. 
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INTRODUCCION 

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA 

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), un decapéptido sintetizado y secretado en el 

hipotálamo preóptico, es el responsable de la estimulación del gonadotropo (Matsuo el al., 1971; Schally el 

al., 1971). La síntesis y secreción de GnRH está regulada por la acción de varios neurotransmisores y 

neuroreguladores como por ejemplo: la acetilcolina, la noradrenalina y las endorfinas (Barraclough y Wise, 

1982; Shivers el al., 1983; García-Rubí el al., 1992). Este péptido es secretado, siempre en forma pulsátil, 

por las terminales neuronales hacia una red capilar que rodea a la eminencia media; al alcanzar la circulación 

porta-hipofisiaria, es transportado hacia la hipófisis anterior donde estimula la síntesis y secreción de la 

hormona luteinizante (LH) y la hormona folículo estimulante (FSH) (Bergland y Page, 1978). 

La acción ejercida por la GnRH sobre la hipófisis anterior conduce a la síntesis y secreción de las 

gonadotropinas hipofisiarias (LH y FSH). Esta se inicia con la unión, por parte de la hormona, a su receptor 

específico localizado en la membrana citoplasmática del gonadotropo (Hazum y Conn, 1988), el cual se 

encuentra acoplado a proteínas G. Los receptores de esta familia se componen de una sola cadena 

polipeptídica y poseen siete asas hidrofóbicas, correspondientes a los siete dominios transmembranales, 

unidos por asas intra y exlracelulares (Kakar el al., 1992). Luego de la unión de la GnRH con su receptor las 

subunidades fJy yse separan de la subunidad ade la proteína G (q/11) Y esta última activa a la fosfolipasa 

C (PLC) o a la adenil ciclasa (Stanislaus el al., 1997; Cornea el al., 1998; Grosse el al., 2000). La activación 

de la PLC mediada por las proteínas G, da como resultado la hidrólisis del inositol 4,5-bifosfato con la 

consecuente generación de inositol 1.4.5 trifosfato (lP3) y diacilglicerol (DAG) (Snyder y Bleasdale, 1982; 

Huckle y Conn, 1988; Hawes y Conn, 1993). El DAG permanece unido a la membrana, en tanto que ellP3es 

soluble en el citoplasma y se une a su receptor en el retículo endoplásmico induciendo la liberación de calcio 



de los depósitos intracelulares. Esto, junto con el calcio que ingresa a la célula por medio de los canales de 

membrana, resulta en un incremento de las concentraciones de calcio intracelular (Conn et al., 1981; Chang 

et al., 1988; Naor et al., 1988; Naor et al., 1998). El calcio interacciona con la fosfocinasa C (PKC) facilitando 

su transporte y adhesión a la membrana, donde la PKC se asocia al DAG para convertir a la PKC a su estado 

activado. La activación por el receptor de la fosfolipasa A2 (PLA2) produce ácido araquidónico (Chang et al., 

1987; Liu y Jackson, 1989) y la de la fosfolipasa D da como resultado la formación de ácido fosfatídico 

(Zheng et al., 1994). El incremento en la concentración de la adenil ciclasa por las proteinas G induce la 

producción de AMPc con la subsecuente activación de la proteincinasa A (PKA) (Turgeon y Waring, 1986; 

Boume y Baldwin, 1987; Stanislaus et al., 1997). Estas acciones inducen, en conjunto, tanto la síntesis como 

la liberación de las gonadotropinas hipofisiarias (Catt y Stojilkovic, 1989; Conn et al., 1995). 

Las neuronas productoras de GnRH se originan a partir de la placa olfatoria, fuera del sistema 

nervioso central (SNC) (Wray el al., 1989; Norgren y Lehman, 1991). Dicha placa es un adelgazamiento 

del ectodermo a partir del cual el epitelio se diferencia en neuronas olfatorias y neuronas productoras de 

GnRH. La mayoría de las neuronas productoras de GnRH se detectan a lo largo del trayecto del nervio 

olfatorio y una vez dentro del SNC se dispersan y alcanzan el bulbo olfatorio, el núcleo accumbens, el área 

preóptica y la región medio septal (Sullivan y Silverman, 1993), así como su destino final en el área 

preóptica del hipotálamo (Wray et al., 1989; Wray, 2001). 

Las gonadotropinas hipofisiarias, junto con la gonadotropina coriónica humana (hCG) y la tirotropina, 

son glicoproteínas estructuralmente similares formadas por dos subunidades denominadas subunidad alfa y 

subunidad beta, unidas por fuerzas no covalentes. La alfa es idéntica entre estas glicoproteínas y está 

conformada siempre por la misma secuencia de aminoácidos (Fiddes y Talmadge, 1984; Gordon el al., 

1988), mientras que la beta es única para cada una de ellas y les confiere su especificidad biológica (Fiddes y 
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Talmadge, 1984; Ulloa-Aguirre el al., 1995). La actividad biológica de las glicoproteinas hipofisiarias sólo se 

observa si ambas subunidades se encuentran unidas (Tsatsoulis el al., 1991). 

El gonadotropo responde solamente al estímulo de tipo pulsátil de la GnRH, pues al exponer a la 

glándula continuamente a la acción de esta homnona se observa una falta de respuesta al estimulo, al 

presentarse el fenómeno de regulación decreciente o de desensibilización por parte de los receptores de la 

homnona (Conn y Crowley, 1991; 1994). Este fenómeno es secundario a ciertos cambios en la 

concentración ylo afinidad del receptor y tiene como función fisiológica el prevenir la sobre-estimulación 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, además de que la frecuencia en la pulsatilidad de 

GnRH es modificada de acuerdo con el ambiente endócrino existente, habiéndose demostrado, por 

ejemplo, que esta frecuencia presenta variaciones a lo largo del ciclo ovulatorio (Marshall el al., 1991). 

Por otra parte, en el humano el patrón de secreción de GnRH se modifica constantemente durante 

el desarrollo sexual. En la vida fetal, la GnRH es detectada a partir de las 4.5 semanas de vida, 

habiéndose demostrado la presencia de neuronas productoras de GnRH en el hipotálamo a partir de la 

novena semana de gestación, aunque la conexión entre estas neuronas y el sistema portal se observa en 

la semana 16 (Grumbach y Kaplan, 1990). El hallazgo de gonadotropinas indetectables en suero e 

hipófisis de fetos anencefálicos (Kaplan y Grumbach, 1976), así como la habílidad de la GnRH para inducir 

la síntesis del mRNA de la subunidad fJ de la LH, sugiere que la regulación de las gonadotropinas se 

encuentra mediada por la GnRH durante la vida fetal (Castillo el al., 1992). 

En e! periodo neonata! se evidencia claramente !a secreción de GnRH debido a !a persistencia en 

la secreción pulsátil de gonadotropinas (Waldhauser el al., 1981), las cuales disminuyen a concentraciones 

prepuberales a los 6 meses de vida en los varones y en los primeros dos años de vida en las mujeres 
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(Forest, 1990). Los mecanismos por los cuales el generador de pulsos de GnRH se encuentra detenido 

durante la infancia no han sido perfectamente dilucidados, pero se ha propuesto que es un proceso que 

inhibe la liberación de GnRH más que la síntesis de la misma (Wiemann et al., 1989). Aunque el proceso 

que dispara el inicio de la secreción de GnRH es poco claro, se han propuesto cambios en 

neurotransmisores como el ácido I"aminobutírico (Teresawa, 1995; Teresawa y Femández, 2001), la 

noradrenalina (Ramírez et al., 1984), el neuropéptido Y (Kalra et al., 1992) o el aspartato 

(Mahachoklertwattana et al., 1994); así como factores gliales tales como el factor transformador del 

crecimiento a (Ojeda et al., 1995) y/o señales metabólicas como la leptina (Ahima et al., 1997; García­

Mayor et al., 1997) como candidatos potenciales. 

Al inicio de la pubertad existe una reactivación del eje en las primeras horas del sueño, que se 

caracteriza por un marcado incremento en la amplitud de los pulsos de LH inducidos por GnRH, con pocos 

cambios en la frecuencia de los mismos (Boyar et al., 1974; Wu et al., 1996). Este incremento noctumo en 

la secreción de LH estimula la secreción de esteroides sexuales y de inhibina por las gónadas. Conforme 

el proceso puberal progresa, la secreción de gonadotropinas se presenta durante todo el día, pero el 

patrón de pulsatilidad difiere en ambos sexos. En el hombre, se han reportado variaciones en los intervalos 

entre los pulsos en relación con los cambios en los esteroides sexuales, observándose los pulsos de LH 

cada 2 horas aproximadamente (Santen y Bardin, 1973; Veldhuis et al., 1986; Spratt et al., 1988). En la 

mujer durante la fase folicular temprana los pulsos de GnRH se presentan cada 90 minutos, la frecuencia 

aumenta a un pulso cada 60 minutos en la fase folicular media y tardía, y en la fase lútea dicha frecuencia 

disminuye a un puiso cada 4-6 horas, disminuyéndose a un pulso cada 6-8 horas en la fase lútea tardía 

(Hall et al., 1992). 

Las gonadotropinas hipofisiarias ejercen su acción sobre las gónadas (testículos u ovarios) al 
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estimular la síntesis de esteroides sexuales, así como la maduración de los gametos (Chappel et al., 1983; 

Ulloa-Aguirre et al., 1985; 1995). En el varón, la LH induce la síntesis y secreción de andrógenos en las 

células de Leydig, siendo el principal de éstos la testosterona; en la mujer, la LH estimula la esteroidogénesis 

ovárica (Ulloa-Aguirre et al., 1985; Veldhuis, 1991; Richards, 1994). En los testículos, el sitio primario de 

acción de la FSH es el epitelio de los túbulos seminíferos en donde se une a la cara basal de las células de 

Sertoli con la consecuente estimulación de la espermatogénesis, de la síntesis de la inhibina, la activina y de 

la proteína fijadora de andrógenos (Moore et al., 1994). En el ovario, la FSH se une a sus receptores en las 

células de la granulosa para estimular el desarrollo folicular y al complejo enzimático de las aromatasas que 

convierten a los andrógenos en estrógenos (Catt y Dufau, 1976; Richards, 1994). 

Las tres clases de esteroides secretados por las gónadas (eslrógenos, progestágenos y andrógenos) 

se unen a receptores específicos en el hipotálamo y en la hipófisis e influyen directamente (retroalimentación 

negativa) en la secreción de gonadotropinas (Gharib et al., 1987; Winters et al., 1992). Existen otras tres 

hormonas gonadales diferentes a los esteroides, encargadas de regular la secreción de gonadotropinas. 

Estas incluyen a dos proteínas diméricas, la inhibina y la activina, y a una monomérica, la folislalina; lodas 

ellas, son producidas por las gónadas además de ser sintetizadas en diversos tejidos como la hipófisis, el 

hígado, la placenta, la médula ósea, la glándula suprarrenal y el cerebro (Sawchenko et al., 1988; Ying, 

1988; Mason et al., 1989; Shimasaki et al., 1989; Krummen et al., 1993; Moore et al., 1994). La inhibina es 

un supresor selectivo de la síntesis y secreción de FSH tanto in vivo como in vitro (Rivier et al., 1986); la 

aClivina, incrementa la síntesis y secreción de FSH, mientras que la folistatina actúa indirectamente al 

bioneutralizar a la activina (Krummen et al., 1993) o por medio de su asociación con cadenas de heparán 

sulfato de la membrana plasmática, lo cual favorece la unión de la activina a su receptor produciéndose su 

captación dentro de las células (Sugino et al., 1993; Moore et al., 1994; Hashimoto et al., 1997). 
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Otros mecanismos de regulación de la síntesis y secreción de gonadotropinas a nivel central incluyen 

a la prolactina, que inhibe la secreción de GnRH (Milenkovic el al., 1994; Calogero el al., 1996); a las 

gonadotropinas, que modulan la secreción de GnRH por el hipotálamo (asa corta de retroalimentación) o la 

GnRH, la cual puede influir directamente en su propia secreción (asa ultracorta de retroalimentación) 

(Marshall y Kelch, 1986). 

HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROPICO 

El hipogonadismo hipogonadotrópico es definido como aquella alteración en la cual los individuos 

afectados no presentan desanrollo gonadal ni de caracteres sexuales secundarios debido a deficiencia en la 

síntesis de GnRH ylo de gonadotropinas. Los individuos afectados presentan bajas concentraciones de 

gonadotropinas y esteroides sexuales (Crowley el al., 1985; Layman, 1991). Se han descrito cuatro patrones 

de secreción de GnRH en hombres con hipogonadismo hipogonadotrópico (Seminara el al., 1998). La 

mayoría de los pacientes (84%), no presentan pulsos de LH detectables (patrón apulsátil). En ellos no hay 

evidencia de maduración sexual y representan el grupo con la forma más severa de deficiencia de GnRH. En 

el segundo grupo, se demuestran pulsos de LH durante el sueño, hallazgo similar a lo descrito en la pubertad 

temprana (Boyar el al., 1974). En el tercer patrón se demuestra una secreción pulsátil de GnRH, pero los 

pulsos de LH son de muy baja amplitud y por ello poco perceptibles, lo que sugiere un estado de pulsatilidad 

débil de la GnRH o una resistencia a la misma (de Roux el al., 1997; Strobel el al., 1998). El cuarto consiste 

en la presencia de una pulsatilidad normal de LH al cuantificar ésta por radioinmunoanálisis, pero con una 

bioactividad nula de la misma (Beitins el al., 1977). 

La mayoría de los sujetos con hipogonadismo hipogonadotrópico son secundarios a una deficiencia 

primaria y aislada en la síntesis de GnRH. Este padecimiento ha sido dividido en dos grandes grupos: 
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hipogonadismo hipogonadotrópico idiopático y síndrome de Kallmann. En este último existen ausencia 

(anosmia) o disminución (hiposmia) de la olfación asociadas (Layman, 1999). 

El hipogonadismo hipogonadotrópico también puede ser secundario a alteraciones del sistema 

nervioso central, por ejemplo: tumores, traumatismos e infecciones, o bien puede estar asociado a otras 

entidades patológicas, por ejemplo: hipotiroidismo, síndrome de Cushing o anorexia nervosa (Van Sinsbergen 

el al., 1990; Snider, 1993). 

Hipogonadismo Hipogonadotr6pico Idiopático 

En este padecimiento se han descrito individuos afectados cuyo patrón hereditario es autosómico 

dominante, autosómico recesivo o ligado al cromosoma X; sin embargo, también han sido descritos un gran 

número de casos esporádicos (Crowley el al., 1985; Rugarli el al., 1993). EI(los) gen (es) involucrado(s) en 

esta patologia no ha(n) sido caracterizado(s). 

En 1986, Mason el al. describieron una deleción del gen de GnRH en ratones que presentaban una 

forma autosómica recesiva de hipogonadismo hipogonadotrópico idiopático. Sin embargo, estudios en 

humanos no han podido caracterizar mutaciones en el gen de GnRH en pacientes con dicha alteración 

(Weiss el al., 1989; Weiss el al., 1991; Layman el al., 1993). La mayoría de los pacientes con hipogonadismo 

hipogonadotrópico idiopático responden a la administración exógena de GnRH al sintetizar y secretar 

gonadotropinas, pero la cantidad de las mismas es extremadamente variable (Sell el al., 1973; Crowley el al., 

1985), razón por la cual fue sugerido que alteraciones en el gen del receptor de GnRH (GnRH-R) fuesen las 

responsables de esta entidad patológica (de Roux el al., 1997). El gen del GnRH-R fue clonado y 

caracterizado inicialmente en el ratón (Tsutsumi el al., 1992) y posteriormente en el humano (Kakar el al., 

1992; Chi el al., 1993). Este, se encuentra en 4q13 (Kakar y Neill, 1995; Kotller el al., 1995), está compuesto 
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por 3 exones (Fan el al., 1994; Kakar 1997), codifica para una proteína de 328 aminoácidos y es el único gen 

de un receptor acoplado a proteínas G clonado hasta el momento que no posee un dominio intracelular 

carboxilo terminal (Chi el al., 1993) (Figura 1). 

El gen humano del GnRH-R posee 3 exones que comprenden 18.9 Kb (Fan el al., 1995). El intrón 1 

se localiza entre los codones 174-175 que corresponden en la proteína al 40 dominio putativo transmembranal 

y el intrón 2 se localiza entre los codones 248-249 (Fan el al., 1994). 

Se ha observado que las mutaciones en el gen del GnRH-R causan alteraciones en la interacción 

ligando-receptor, lo cual ha sido demostrado por medio de modelos computarizados (Ballesteros y Weinstein, 

1995), así como por modelos in vitro (Dohlman el al., 1991; Davidson el al., 1995; 1996). 

Existen diversos estudios en los cuales se han investigado alteraciones moleculares en el gen del 

GnRH-R en pacientes con hipogonadismo hipogonadotrópico habiéndose encontrado mutaciones solamente 

en los casos familiares. Estas fueron encontradas en estado heterocigoto compuesto en los sujetos 

afectados, siendo los padres y los hermanos sanos portadores de una de las alteraciones moleculares (de 

Roux el al., 1997; Layman el al., 1997; 1998; Caron el al., 1999; de Roux el al., 1999; Kotller el al., 2000; 

Seminara el al., 2000; Beranova el al., 2001); o en estado homocigoto, siendo ambos padres del sujeto 

afectado portadores de uno de los alelos afectados (Pralong el al., 1999; Beranova el al., 2001) (Tabla 1). 

Síndrome de Kallmann 

En 1856, Maestre de San Juan observó la asociación de hipogonadismo con anormalidades del 

sistema olfatorio. La naturaleza hereditaria de esta enfermedad fue identificada por Kallmann el al. en 1944. 

En la actualidad, el epónimo de síndrome de Kallmann se utiliza para definir a aquella alteración hereditaria 

caracterizada por la asociación de hipogonadismo hipogonadotrópico con anosmia o hiposmia. 
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El síndrome de Kallmann es la forma más común de deficiencia aislada de gonadotropinas. El grado 

de deficiencia de GnRH en pacientes con síndrome de Kallmann puede variar desde formas parciales hasta 

formas completas. En más del 90% de los pacientes con síndrome de Kallmann existe ausencia en la 

pulsatilidad de LH, lo que origina el estado hipogonádico. Sin embargo, se ha descrito una amplia 

heterogeneidad fenotípica en cuanto al síndrome de Kallmann se refiere, ya que incluso se han reportado 

casos de pacientes con esta afección en los cuales se ha demostrado fertilidad (Tumer el al., 1974; Quinton 

el al., 1999). Los pacientes con esta entidad presentan un hábito eunucoide, testículos y pene pequeños y 

ausencia de vello púbico, además de otras caracterlsticas somáticas asociadas, como por ejemplo: 

alteraciones renales (Colquhoun-Kerr el al., 1999; Zenteno el al., 1999), defectos en la línea mediofacial 

(labio o paladar hendido), sinquinecias (Kallmann el al., 1944; Danek el al., 1992), sordera neurosensorial 

(Kallmann el al., 1944; Waldstreicher el al., 1996), anormalidades oculomotoras (Waldstreicher el al., 1996) y 

ataxia cerebelosa (Schwankhaus el al., 1989). La incidencia de este síndrome se ha estimado en 1:10,000 

varones y en 1 :50,000 mujeres; posee una prevalencia de 1 de cada 25 pacientes an6smicos o hip6smicos y 

de 1 en 30 varones con hipogonadismo (Rugarli y Ballabio, 1993). Se han descrito patrones hereditarios 

autos6mico dominantes, autos6mico recesivos y recesivos ligados al cromosoma X lo cual demuestra la 

heterogeneidad génica en esta enfermedad (White el al., 1983; Hermanussen y Sippell, 1985; Layman, 

1999). 

Debido a que los hombres son afectados aproximadamente 5 veces más que las mujeres, se 

propuso inicialmente que la forma ligada al cromosoma X era la más frecuente (Jones y Kemman, 1976; 

Pawlowitzki el al., 1987); sin embargo, recientemente se ha sugerido que la mayor parte de los sujetos 

afectados presentan mutaciones en genes autos6micos (Waldstreicher el al., 1996; Georgopoulos el al., 

1997; Layman, 1999; Oliveira el al., 2001). La penetrancia puede ser incompleta y por ello se ha reportado 
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discordancia en gemelos idénticos con este síndrome (Hipkin el al., 1990). La expresividad es variable y por 

ello el fenotipo muchas veces difiere intrafamiliarmente (Hermanussen y Sippell, 1985; Parenti el al., 1995). 

Con la observación clínica de una familia en la cual los varones con síndrome de Kallmann 

presentaban ictiosis ligada al cromosoma X, se propuso que un síndrome de genes contiguos debido a una 

codeleción de genes adyacentes, KAL y de la sulfatasa esteroidea (STS) en el cromosoma X, fuese el 

responsable de la presencia de la asociación de estas dos enfermedades. Con base en lo anterior, se postuló 

que el gen KAL se encontraba próximo al locus del gen STS en la región Xp22.3 (Ballabio el al., 1986), 

habiéndose aislado, posteriormente, mediante el uso de técnicas de clonación posicional (Franco el al., 1991; 

Legouis el al., 1991). La caracterización de la estructura del gen KAL demostró la presencia de un gen de 14 

exones que abarca aproximadamente 210 Kb en la región Xp22.3 (Figura 2). Este gen escapa a la 

inactivación del cromosoma X, posee un gen homólogo ampliamente relacionado pero no funcional en 

Yq11.2 (del Castillo el al., 1992; Incerti el al., 1992) y está altamente conservado en especies poco 

relacionadas excepto en ratones y en hámsters (Rugarli el al., 1993). 

En 1992 se demostró que el gen KAL codifica para una proteína de 680 aminoácidos denominada 

anosmina (del Castillo el al., 1992; Incerti el al., 1992), que posee homología estructural con moléculas 

involucradas en el desarrollo neural. La porción amino-terminal contiene un dominio similar a la secuencia 

consenso de la familia de proteínas ácidas del suero y al núcleo de 4-disulfuros (Hennighausen y Sippel, 

1982) encontrado en los inhibidores de proteasas (Stetler el al., 1986) y en las neurofisinas (Drenth el al., 

Hi80). La porción carboxilo-terminal contiene cuatro repeticiones contiguas tipo fibronectina 111 (del Castillo el 

al., 1992) con homología estructural con moléculas de adhesión tales como las moléculas de adhesión neural 

(NCAM), las caderinas, la contactina, las protein-<:inasas ligadas a receptores y las fosfatasas (Lander, 1989; 

Edelman y Crossin, 1991; Fischer el al., 1991; Hutler el al., 2000). Si bien la anosmina contiene un péptido 
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señal de 19 aminoácidos en la región amino terminal, la ausencia de un dominio transmembrana o de un sitio 

de unión a fosfatidilinositol, sugiere que es una proteina de la matriz extracelular (del Castillo el al., 1992; 

Incerti el al., 1992). 

Estudios en embriones de pollo han demostrado un amplio número de derivados ectodérmicos, 

mesodérmicos y endodérmicos que expresan el gen KAL durante diversos períodos del desarrollo (Calof y 

Chikaraishi, 1989; Legouis el al., 1993; Lutz el al., 1994). En el humano a los 45 días de la embriogénesis, 

momento en el cual los nervios olfatorios ya han iniciado su migración a partir del epitelio nasal (Duke el 

al., 1995), no se han detectado transcritos del gen KAL en el cerebro. Esto sugiere que la expresión del 

mismo no es necesaria para la migración temprana de los nervios a partir del epitelio olfatorio. Sin 

embargo, aproximadamente en la semana 11 de gestación, la expresión del gen KAL puede evidenciarse 

en el bulbo olfatorio con mayor expresión que fuera del trayecto del nervio olfatorio (Duke el al., 1995) yen 

la semana 19 del desarrollo, se encuentran los niveles más elevados de KAL en las células granulares y 

en el trayecto de los nervios olfatorios (Lutz el al., 1994). 

En un feto de 19 semanas de gestación con síndrome de Kallmann ligado al cromosoma X se 

evidenció que los nervios olfatorios pasan a través de la lámina cribiforme, pero se detienen 

prematuramente dentro de las meninges, por encima del platillo clival (Schwanzel-Fukuda el al., 1989). 

Aunque las neuronas olfatorias y las productoras de GnRH poseen una misma ruta de migración, el 

defecto en el síndrome de Kallmann parece ser más bien una alteración en la interacción neuronal que una 

detención en la migración (Schwanzel-Fukuda el al., 1989; Rugarli el al., 1996). Tempranamente en la 

embriogénesis, la migración de las neuronas olfatorias y las productoras de GnRH por la región nasal, se 

encuentra regulada por una molécula de adhesión denominada factor nasal embriónico de LHRH 

(NELF),que sirve de guía común para las proyecciones de los axones olfatorios y subsecuentemente para 
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la migración neurofilica de las células productoras de GnRH (Kramer y Wray, 2000). Posteriormente, la 

proteína del gen KAL, anosmina-1, la cual es un componente de la membrana basal y de la matriz 

intersticial (Soussi-Yanicostas et al., 1998; Hardelin et al., 1999), interviene en los eventos tardíos de la 

migración neuronal, los cuales incluyen la entrada de las neuronas productoras de GnRH en el bulbo 

olfatorio (Rugarli et al., 1993) y/o el establecimiento del contacto entre los axones olfatorios y las neuronas 

del bulbo olfatorio (Legouis et al., 1993; Duke et al., 1995). En ausencia de KAL y consecuentemente en 

ausencia de conecciones sinápticas normales, se hipotetiza que los nervios olfatorios sufren una 

degeneración retrógrada con la consecuente afección de la migración de las neuronas productoras de 

GnRH (Legouis et al., 1993). Diversos estudios han sugerido que la ausencia del bulbo olfatorio o las 

alteraciones en su morfología visualizados por resonancia magnética nuclear, permiten hacer un diagnóstico 

presuntivo de este síndrome y que resulta de particular importancia en los pacientes con alteraciones en la 

olfación (Truwit et al., 1993; Bimbacher et al., 1994; Gasztonyi et al., 2000); sin embargo, se ha demostrado 

que hasta el 25% de los sujetos con síndrome de Kallmann presentan un bulbo olfatorio normal, sugiriéndose 

que la resonancia magnética nuclear no es una técnica sensible para diagnosticar a estos sujetos (Quinton et 

al., 1996). 

Fuera del SNC, el gen KAL se expresa en derivados mesenquimatosos como el mesénquima 

facial, las células fibrosas y las pericondrales, en las paredes de pequeños vasos sanguíneos, así como en 

el mesonefros y en el metanefros (Legouis et al., 1993; Rugarli et al., 1993). En los humanos, la expresión 

anormal de KAL en el cerebelo puede relacionarse con síntomas tales como nistagmo y ataxia, los cuales 

pueden observase en pacientes con síndrome de Kallmann (Schwankhaus et al., 1989). Asimismo, pudiera 

existir una correlación entre la expresión del mesénquima facial y la fisura palatina, y la expresión en 

mesonefros/metanefros y la agenesia renal (Colquhoun-Kerr et al., 1999; Zenteno et al., 1999). 

12 



Por medio de inmunofluorescencia se ha localizado la presencia de células que sintetizan GnRH 

en el epitelio nasal superior en dos adultos con síndrome de Kallmann. La presencia de las mismas 

demuestra que un defecto en la síntesis de GnRH no es el responsable de este padecimiento (Quinton et 

al., 1997). 

La ausencia de concordancia entre genotipo y fenotipo en el sindrome de Kallmann ha sido 

comprobada en dos hermanos que poseen la misma deleción en los genes STS y KAL. En uno de ellos se 

observó hipogonadismo hipogonadotrópico e hiposmia severa y en el otro un desarrollo puberal normal y 

un defecto olfatorio leve. Esto sugiere que otra proteína con funciones redundantes a aquellas que posee 

KAL pudiera compensar la acción del gen KAL cuando éste es defectuoso, además de que otros factores 

pudieran encontrarse involucrados en las manifestaciones fenotípicas del síndrome de Kallmann, o que 

existiese interacción con otros genes aún no descritos para este padecimiento (Parenti et al., 1995). 

El conocimiento preciso de la estructura del gen KAL, ha permitido demostrar la presencia de 

mutaciones en algunos pacientes afectados por la forma ligada al cromosoma X de esta enfermedad, 

habiéndose descrito desde mutaciones puntuales hasta deleciones completas de dicho gen (Tabla 2). El 

hallazgo de mutaciones en este gen ha demostrado que éste es, por lo menos en ciertos casos, responsable 

de la forma ligada al cromosoma X de la enfermedad. Sin embargo, en varios de estos estudios (Hardelin et 

al., 1993b; Quinton et al., 1996; Maya-Núñez et al., 1998b; Oliveira et al., 2001), no se han encontrado 

mutaciones en el gen KAL en un alto porcentaje de los pacientes, sugiriendo estos hallazgos que en estos 

casos la alteración pudiese encontrarse en la región no codificadora del exón 1 o del exón 14, dentro de un 

intrón o en la región del promotor o bien en otros genes relacionados con la síntesis y secreción de GnRH o 

con el receptor de esta hormona (Hardelin et al., 1993b; Quinton et al., 1996; Maya-Núñez et al., 1998b; 

Oliveira et al., 2001). 
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Tabla 1: Mutaciones descritas en el gen del receptor de la homona liberadora de gonadotropinas 

Sujetos Hipogonadismo Mutación Referencia 

2 
FAMILIAR G-A (317) Glnl 06Arg (1" asa extracelular; exón 1) de Roux, 1997 

2 A-G (785) ArQ262Gln (3" asa intracelular; exón 3) 
ESPORADICO 

24 20 femeninos (2 con anosmia) Ninguna Layman, 1997 
4 masculinos 

ESPORADICO 
32 masculinos; 14 femeninos Ninguna 

50 Layman, 1998 
FAMILIAR A-G (785) Arg262Gln (3" asa intracelular; exón 3) 

3 femeninos; 1 masculino A-G (851) Tyr284Cys (6ta región transmembrana; exón 3) 

3 
FAMILIAR C-A (386) Ala129Asp (3"' dominio transmembrana; exón 1) Caron, 1999 

1 femenino; 2 masculinos A-G (785) Arg262Gln (3'" asa intracelular; exón 3) 

FAMILIAR G-A (317) Glnl06Arg (1"' asa exlracelular; exón 1) 
3 

2 femeninos; 1 masculino 
C-A (648) Ser217 Arg (510 dominio transmembrana; exón 2) de Roux, 1999 
A-G (785) Arg262Gln (3"' asa intracelular; exón 3) 

1 
ESPORADICO 

T-A (504) Ser168Arg (410 dominio transmembrana; exón 2) Pralong, 1999 
1 masculino 

1 ESPORADICO 
G-A (317) Glnl06Arg (1'" asa extracelular; exón 1) 
T-A (941) Leu314Stop' (7mo dominio transmembrana; exón 3) 

Kottler, 2000 

1 FAMILIAR 
G-A (317) Glnl06Arg (le, asa extracelular; exón 1) 
A-G (785) Arg262Gln (3'" asa intracelular; exón 3) 

Seminara, 2000 

C-T (95) Thr3211e (porción aminoterminal; exón 1) 
ESPORADICO A-G (599) Cys200Tyr (2da asa extracelular; exón 2) 

47 sujetos T-G (797) Leu266Arg (3'" asa intracelular; exón 3) 

52 
(29 con anosmia) G-A (317) Glnl06Arg (1"' asa extracelular; exón 1) 

Beranova, 2001 A-G (785) Arg262Gln (3"' asa intracelular; exón 3) 

FAMILIAR G-A (836) Cys279Tyr (6 ta región transmembrana; exón 3) 
3 masculinos; 2 femeninos G-A (317) Glnl06Arg (1"' asa extracelular; exón 1) 

A-G (785) Arg262Gln (3'" asa intracelular; exón 3) 
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Tabla 2: Mutaciones descritas en el gen KAL 

Pacientes 

6 

21 

12 

24 
(3 familias) 

101 

Mutación 

sindrome de genes contiguos; 
desde el exón 2 hasla el 

I 

Dos deleciones completas del gen; mutación en el sitio aceptor del inlrón 12; 
Trp237 --> codón terminación (exón 5); Arg257 --> codón terminación (exón 6); 
Trp258 --> codón terminación (exón 6); Asn267 --> Lys (exón 6); 
Gln'21 --> codón terminación (exón 9); Arg423 --> codón terminación (exón 9); 
deleción 1 inserción 1 adenina 

I 
I 

citosina en en exón 
Deleción de 14 p.b. (cambio en el marco de lectura en la Pro'64 ,exón 10); 
Tyr238--> codón de terminación (exón 7); deleción 9 p.b. (mutación en splicing en 
Asn.oo, exón 
I 

111 

CYS172--> Arg (exón 4); Arg191 --> codón terminación (exón 5); Arg457 --> codón 
terminación (exón 10); deleción 1 citocina en posición 1951 con cambio en el 
marco de lectura codón terminación 

Referencia 

Ballabio,1989 

Hardelin, 
1992-1993a,b 

Quinton, 1996 

Georgopoulos, 1997 

Oliveira, 2001 
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FIGURA 1: Representación esquemática del gen (panel A) y de la proteína (panel B) del receptor de la 
hormona liberadora de gonadotropinas. En el panel e se observa la representación tridimensional de 105 
siete dominios transmembranales del mismo receptor. 
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FIGURA 2: En el panel A se observa un esquema del gen KAL. En el panel B se esquematiza 
la localización del gen KAL en el brazo corto (p) del cromosoma X. 
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JUSTIFICACION 

La deficiencia aislada de gonadolropinas que se presenta con hipogonadismo hipogonadotrópico con 

o sin defectos en la olfacción, comprende un amplio espectro fenotípico tanto en hombres como en mujeres. 

El aislamiento del gen responsable de la fonna ligada al cromosoma X del síndrome de Kallmann pennitió 

explicar la asociación entre el desarrollo de deficiencia de GnRH con anosmia, debido a que el defecto en la 

migración de las neuronas productoras de GnRH es secundario a una pérdida en la comunicación entre los 

nervios olfatorios y el cerebro, aunque aún persisten muchos interrogantes y se necesitaría de un modelo 

neurobiológico que presente este síndrome para poder contestarlos. 

Con base en lo anterionnente descrito, podemos afinnar que en la actualidad no se ha podido 

identificar el origen del hipogonadismo (síndrome de Kallmann o aislado) en la mayoría de los sujetos 

afectados que han sido estudiados moleculannente. De hecho, se desconocen cuales son los genes 

autosómico dominantes o autosómico recesivos responsables de la deficiencia de GnRH y si esos defectos 

genéticos que ocasionan síndrome de Kallmann causan también hipogonadismo hipogonadotrópico aislado 

sin alteraciones olfatorias. Mucho se ha especulado al respecto y por ello decidimos estudiar tanto el gen KAL 

como el gen del receptor de GnRH en pacientes con dichas alteraciones. 
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OBJETIVO 

Investigar mutaciones en el gen KAL y en el gen del receptor de GnRH en pacientes con 

hipogonadismo hipogonadolrópico familiar o esporádico y en pacientes con síndrome de Kallmann. 

HIPOTESIS 

En los pacientes con diagnóstico de hipogonadismo hipogonadotrópico familiar o esporádico y en 

aquellos con síndrome de Kallmann, existen alteraciones en la secuencia del gen KAL o del gen del receptor 

de GnRH que están involucradas en la génesis de dichas patologías. 
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PACIENTES Y METO DOS 

Se incluyeron 12 sujetos con diagnóstico de síndrome de Kallmann ligados al cromosoma X. 

Inicialmente, se secuenció el gen KAL y en aquellos en los que no se encontró mutación alguna, se llevó a 

cabo la secuenciación del gen del GnRH-R. 

Por otro lado, se investigaron las posibles mutaciones existentes tanto en el gen del GnRH-R como 

en el gen KAL, en pacientes con hipogonadismo hipogonadotrópico familiar (3 familias) y en pacientes con 

hipogonadismo hipogonadotrépico esporádico (14 sujetos). 

Asimismo, se incluyeron 50 controles sanos, 25 mujeres y 25 varones en estadio 5 (desarrollo 

puberal completo) de la clasificación de Marshall y Tanner (1969,1970). 

Para la realización de este estudio, se obtuvo la aprobación tanto del Comité Local de 

Investigación y el de Bioética del Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto 

Mexicano del Seguro Social, como de 105 sujetos participantes. 

SINDROME DE KALLMANN 

Criteríos de inclusión 

1) Sujetos masculinos mayores de 18 o femeninos mayores de 16 años de edad 

2) Diagnóstico clínico y de laboratorio de síndrome de Kallmann: 

A) Desarrollo puberal Tanner 1 

B) Anosmia o hiposmia 

e) Concentraciones en suero basales prepuberales de gonadotropinas y de testosterona o estradiol 

3) Origen étnico mestizo-mexicano dado por al menos dos generaciones de la familia en este país 
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Criterios de exclusión 

1) Procesos inflamatorios crónicos del tracto respiratorio 

HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROPICO 

Criterios de inclusión 

1) Sujetos masculinos mayores de 18 o femeninos mayores de 16 años de edad 

2) Diagnóstico clínico y de laboratorio de hipogonadismo hipogonadotrópico: 

A) Desarrollo puberal Tanner 1 

B) Concentraciones en suero basales prepuberales de gonadotropinas y de testosterona o estradiol 

3) Origen étnico mestizo-mexicano dado por al menos dos generaciones de la familia en este país 

Criterios de exclusión 

1) Presencia de otra deficiencia hormonal concomitante 

2) Procesos inflamatorios crónicos del tracto respiratorio 

CONTROLES 

Criterios de inclusión 

1) Sujetos sanos, masculinos o femeninos, con desarrollo puberal Tanner 5 

2) Origen étnico mestizo-mexicano dado por al menos dos generaciones de la familia en este país 

Criterios de exclusión 

1) Cualquier enfermedad endócrina o genética concomitante 
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Protocolo de estudio 

A cada paciente se le practicó una evaluación clínica detallada con el fin de llevar a cabo el 

diagnóstico preciso de síndrome de Kallmann o de hipogonadismo hipogonadotrópico esporádico o familiar. 

Las características clínicas de cada sujeto se pueden observar en las tablas 3, 4 Y 5. Todos los pacientes 

eran de origen étnico mestizo-mexicano. Cada una de las genealogías provenía de diferentes áreas del país 

y no existía relación alguna entre ninguno de los individuos. Para establecer el diagnóstico se consideró que 

un paciente presentaba hipogonadismo hipogonadotrópico cuando se encontraba en estadio 1 (prepuberal) 

de la clasificación de Marshall y Tanner (1969, 1970) Y las concentraciones de gonadotropinas y esteroides 

gonadales eran prepuberales. Además de lo anterior, los pacientes con síndrome de Kallmann presentaban 

anosmia o hiposmia asociadas. La alteración olfatoria se determinó mediante la prueba descrita por Rosen el 

al. (1979). Esta prueba consiste en la evaluación de la olfación al identificar diversos aromas que ya han sido 

estandarizados previamente. En breve, al paciente con los ojos vendados se le presentan estos aromas en 

recipientes opacos, iniciándose con el aroma menos penetrante, para finalmente utilizar el más penetrante, 

utilizándose los siguientes: dentífrico, vainilla, café, colonia y alcohol. Se consideró que el paciente era 

anósmico cuando no percibió ninguno de los 5 aromas probados; se clasificó al individuo como hipósmico 

cuando no percibió alguno(s) de los aromas presentados. Todos los pacientes con síndrome de Kallmann 

incluídos en el estudio presentaban un patrón de transmisión ligado al cromosoma X. Esto fué confirmado al 

existir por lo menos un hombre afectado en la familia de la madre del propósiti, ausencia de mujeres 

afectadas en la familia, ausencia de transmisión de hombre a hombre y ausencia de consanguinidad. 

Solamente se incluyeron en el proyecto aquellos pacientes que presentaban concentraciones basales de LH, 

FSH, testosterona o estradiol por debajo de los valores de referencia para un adulto normal. En las tablas 3, 4 

Y 5 se pueden observar las concentraciones hormonales plasmáticas de gonadotropinas y de esteroides 
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sexuales cuantificados por radioinmunoanálisis siguiéndose las técnicas previamente utilizadas por nuestro 

grupo de trabajo (Méndez el al., 1998). La posibilidad de que una lesión tumoral condicionase el 

hipogonadismo hipogonadotrópico fue excluída mediante placas de cráneo anteroposteriores y laterales con 

foco en la silla turca. Otras causas de hipogonadismo hipogonadotrápico central fueron excluídas mediante la 

historia clínica detallada y en caso necesario mediante estudios de laboratorio complementarios. 

Asimismo, incluímos en nuestro estudio a los padres y a dos hermanos sanos de dos pacientes con 

hipogonadismo hipogonadotrápico en los cuales se encontró una mutación en el gen del receptor de GnRH 

(Figura 3). No fue posible constatar consaguinidad en esta familia, pero los padres provienen de una misma 

localidad y aparentemente, sus bisabuelos eran primos. Los sujetos en estudio (HH10 y HHll) fueron 

referidos al hospital a la edad de 21 y 19 años, respectivamente. Ambos fueron producto de embarazos 

normales, constatándose en ambos criptorquídia al nacimiento la cual fue corregida quirúrgicamente en la 

infancia temprana. El desarrollo psicomotor en ambos se considerá normal. La madre (45 años) y la hermana 

(17 años) presentaron un desarrollo puberal normal y sus ciclos menstruales así como las concentraciones 

séricas de gonadotropinas y estradiol, se encontraban dentro de los valores de referencia. El padre (45 años) 

y el hermano sano (18 años), se encontraron bien virilizados y tanto la potencia como la libido, así como las 

concentraciones séricas de gonadotropinas y testosterona, fueron normales. 
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Tabla 3: Característícas clínicas y concentraciones hormonales basales en pacientes con síndrome de Kallmann 

Edad Alteración LongHud Gónadas Vello Paciente 
(años) oltación pene (cc) púbico # 

(cm) D I 

K1 18 Anosmia 4.3 4.1 5.3 2 

K2 25 Anosmia 2.1 5.3 5.3 2 

K3 28 Anosmia 3.0 6.3 - 1 

K4 20 Anosmia 2.5 3.7 2.3 2 

K5 23 Anosmia 2.2 2.0 2.0 2 

K6 28 Hiposmia 3.8 - 2.3 2 

K7 21 Anosmia 3.4 5.3 3.7 1 

K8 18 Hiposmia 2.2 5.3** 4.1 1 

K9 23 Anosmia 2.5 •• •• 1 

K 10 29 Anosmia 2.5 •• •• 2 

K 11 22 Anosmia 3.5 2.3 3.7 1 

K12 19 Anosmia 3.3 4.1 5.3 1 

Valores de referencia: LH: 3-12 mUI/ml; FSH: 0.5-5.0 mUI/ml; T: >3.8 ng/ml. 
.: Media de dos muestras tomadas con 20 minutos de intervalo. 
-: Criptorquídia o antecedente de la misma. 
#: Estadio de Tanner. 
N.O.: No detectable. 
ACF: Alteración cráneo-facial 
AME: Alteración músculo-esquelética 
AMO: Anormalidad en los movimientos oculares 
AO: Alteración Oftalmológica 
AP: Alteraciones en piel 
AR: Alteración renal 
H: Hipospadias 
S: Sinquinesias 
So: Sordera 
V: Vitiligo 

Anomalías LH' FSH' 
Asociadas (mUI/ml) (mUI/ml) 

AMO-AR-S 0.6 0.3 

ACF-AME- 1.6 0.2 
AP-AR-S 

ACF-AO-AR- 1.4 0.3 
s-v 

ACF-AR- 0.1 0.3 
AMO-S 

AME 0.8 0.4 

ACF 1.2 0.3 

S 0.9 0.2 

AME-H-S 0.7 N.D. 

ACF-AME- 0.2 0.4 
AP-S 

ACF-AME- 1.6 0.6 
AMO-So 

ACF-AME N.D. 0.3 

S-AO 0.1 0.4 

T 
(ng/ml) 

0.4 

0.2 

0.4 

0.5 

0.3 

0.4 

0.3 

0.5 

0.3 

0.2 

0.4 

0.5 
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Tabla 4: Caracteristicas clinicas y concentraciones hormonales basales de varones con hipogonadismo 
hipogonadotrópico 

Edad Alteración 
Long~ud Gónadas 

Vello Anomalias 
Paciente 

(años) ollación pene (ce) púbico # asociadas 
(cm) O I 

HH 1 19 No 4.0 
ü ü 1 Ninguna 

HH2 
'" 

18 No 1.5 1.5 1.5H 1 Ninguna 

HH3 
'" 

21 No 4.2 2.5 3.0 1 Ninguna 

HH8 21 No 3.3 
.. H 1 Ninguna 

HH 10 • 21 No 3.7 3.6H 2.5H 1 Ninguna 

HH 11 • 19 No 3.4 1.5H 1.8** 1 Ninguna 

HH 14 • 18 No 2.4 2.6 2.6 1 Ninguna 

HH 15 • 19 No 2.5 2.6 2.3 1 Ninguna 

HH 16 • 22 No 5.0 9.5 16.0 3 Ninguna 

HH 17 • 23 No 4.6 3.0 3.0 1 Ninguna 

HH 19 21 No 3.4 1.0 1.5 1 Ninguna 

HH20 22 No 3.6 3.0 3.0 2 Ninguna 

HH 21 20 No 3.5 2.3 2.3 1 Ninguna 

Valores de referencia: LH: 3-12 mUI/ml; FSH: 0.5-5.0 mUI/ml; T: >3.8 ng/ml. 
*: Media de dos muestras tomadas con 20 minutos de intervalo. 
": Criptorquidia o antecedente de la misma. 
#: Estadio de Tanner. 
Un mismo simbolo ("" .' .) identifica a los miembros de una misma familia. 
N.D: No detectable. 

LH * FSH * 
(mUI/ml) (mUI/ml) 

N.o. N.o. 

N.o. 0.2 

0.2 0.4 

0.3 0.4 

0.3 0.2 

0.3 0.1 

N.o. 0.2 

1.4 0.4 

1.2 0.8 

N.O. 0.5 

N.O. 0.2 

0.1 0.1 

N.O. 0.2 

T 
(ng/ml) 

0.1 

0.2 

0.8 

0.3 

0.4 

0.5 

0.3 

0.6 

2.5 

0.2 

0.4 

2.6 

1.3 
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Tabla 5: Caracteristicas clínicas y concentraciones hormonales basales de mujeres con hipogonadismo 
hipogonadotrópico 

Paciente Edad Alteración 
Mamas # Vello Anomalías 

(años) ollación púbico# asociadas 

HH4 18 No 1 1 Ninguna 

HH5 17 No 1 1 Ninguna 

HH6 18 No 1 1 Ninguna 

HH7 19 No 1 1 Ninguna 

HH9 17 No 1 1 Ninguna 

HH 12 18 No 1 1 Ninguna 

HH13 26 No 1 1 Ninguna 

HH 18 19 No 2 2 Ninguna 

HH 22 16 No 2 1 Ninguna 

Valores de referencia: LH: 3-12 mUl/ml; FSH: 0.5-5.0 mUl/ml; E,: > 30 pglml. 
*: Media de dos muestras tomadas con 20 minutos de intervalo. 
#: Estadio de Tanner. 
N.O: No detectable. 

2 

11 

1 "Jr 2 3 

LH * FSH * 
(mUl/ml) (mUl/ml) 

0.4 0.4 

0.3 0.6 

1.1 0.5 

N.O. 0.3 

N.O. 0.1 

1.4 0.4 

2.1 0.4 

N.O. 0.3 

0.1 0.4 

4 

E, 
(pg/ml) 

13.4 

< 13 

<13 

< 13 

< 13 

31.7 

< 13 

21 

< 13 

FIGURA 3: Arbol genealógico de una familia con mutación en el gen del receptor de la honmona liberadora de gonadotropinas. 

Ambos propósW se indican con flechas. 
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Extracción de ONA genómico 

El ONA genómico de los sujetos estudiados se obtuvo mediante una técnica previamente descrita 

(Canto et al., 1997). La sangre con Na2EOTA se mezcló en un tubo cónico, con el fin de lisar a los eritrocitos, 

con un volumen igual de un amortiguador el cual contenía Tris-HCI 10 mM pH 7.4, tritón X-lOO al 1% y 

sacarosa 300 mM. La muestra se centrifugó decantándose el sobrenadante; el botón se transfirió a un 

microtubo de 1.5 mi, se resuspendió vigorosamente en 1 mi del mismo amortiguador y se centrifugó. Este 

último paso se repitió cuantas veces fuese necesario hasta obtener un botón de glóbulos blancos limpio, el 

cual se resuspendió en 570 ¡A de NaCI 50 mM, se le agregó 50 ¡A de SOS al 10% y se agitó varios minutos 

para lisar las membranas de los leucocitos. Con el fin de precipitar las proteínas se adícionaron 200 ¡A de 

NaCI saturado, se agitó varios mínutos y se centrifugó. El sobrenadante se transfirió a un tubo estéril y se 

adicionaron 2.5 volúmenes de etanol absoluto frío (-20°C). El ONA precipitado se recolectó con una pipeta 

Pasteur de punta curva, se lavó en etanol al 70% y se dejó secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se 

resuspendió en 100 ¡A de H20 destilada y desionizada estéril, conservándose para su análisis a -20°C. 

En todas las muestras obtenidas se realizó un análisis espectrofotométrico mediante lecturas a 260 y 

280 nm. La concentración de ONA se calculó mediante la siguiente fórmula: 

ONA (¡.Jg/ ¡A)= (A260)(dilución·')(0.05.u;¡/ ¡A), donde 0.05 .u;¡/ ¡A de ONA = 1 0.0.260. La relación 260/280 

indicó la pureza del ONA obtenido. Las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de 0.0260 fueron 

las óptimas. Con el fin de determinar la calidad de las muestras se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2% tiñéndose con bromuro de etidio al 0.0002%. En todos los casos, se evidenció la banda de 

alto peso molecular sin degradación alguna. 
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Oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos especificos derivados de la secuencia de los exones de ambos genes fueron 

adquiridos en una casa comercial (Gibco BRL, Life Technologies, Inc. Gaithersbury, Maryland, EUA). Cada 

uno de los oligonucleótidos fué llevado a una concentración de 100 ¡.MI. La secuencia de los iniciadores 

correspondientes a los 14 exones del gen KAL (Hardelin el al., 1993a) y a los 3 exones del gen del receptor 

de GnRH (Layman el al., 1997), se encuentran detalladas en las tablas 6 y 7. 

Tabla 6: Oligonucle6tidos del gen KAL 

Ex6n 
Oligonucle6tidos en dirección 

5'----.3' 

1 CCT CGC CCT CGC CCT CGA CCC GCA G 
GAA CTT TGC GAG CCC AGG CTG GGA G 

2 
TTG GAA GGG AAG GAC AGC AGG 
GCA CCA TTC ATA CAG GTA TAG 

3 TCT CAG CTT TGT TTG ffi CCA 
CGT AAG CAT AGT CAG A TT TGG 

4 ATG TCT TGG AAA TCA GAC TTC 
ATG TGA CAC TGC ATG TGT CTT 

5 
CAGATT GTTTTAATT GAT ACG 
GCA GAC ACT ACC TCC AGG ATG 

6 
AGT GAC A TG TTC CCT GTG CTC 
CTG GTA GCA AGG ATA GTA TTC 

7 
ATG ATG TGT CTTTGT ACT GGG 
TGG GAA T AA CAA TCC TTC CTC 

8 
GAC GTG GAA GGT TTG TAA CGC 
ATCATG TCA CAA TCA TCTTGA 

9 
TGC CCA GGAATC TAT AATTAC 
ACT ATC TCT ATA TTACTG TGC 

10 ACCTGG AATGTAACA TCCAGC 
ACC A TT CTG CTT TCC ACT TCC 

11 AAT ATGATTTCAATT CTTGCC 
GAT GTA GAA GTC CTT CAG GTG 

12 TCT CCA GTC GCC T AA TCC TGG 
CCAATGACA CAG ACA TAG TAC 

13 
GTG CAT TGC ATG TTG TCT CTG 
TGACAG GAT GGC TTA TATGCC 

14 ATGTTACTGACATATffiGTC 
GGC CGA AGT TCA ACA AGC TTA 
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Tabla 7: Oligonucleótidos del gen del receptor 
de la hormona liberadora de gonadotropinas 

Exón 
Oligonucle6tidos en direcci6n 

5'---j.3' 

1 
ACA CAA GGC TIG AAG CTC TGT CC 
AGA CCTTAT ATC AAA mAGA 

2 CTA GCA GAG TAC CAA AGA GAA AAC TI 
AAA CTG CCC ACA AA T GAC 

3 CAC CTC TCT m CTC TAT CCA ACA 
ACA m GTGTIAATCATICCCAGA 

Reacción en Cadena de las Polimerasas (PCR) 

La amplificación de cada uno de los exones del gen KAL y del gen del receptor de GnRH se llevó a 

cabo por medio de una reacción con un volumen total de 50 ¡A siguiéndose la técnica descrita por Sambrook 

el al. (1989). A 1 J..I9 del DNA genómico de cada sujeto se le adicionaron bien fuese 0.25 ¡A de cada uno de 

los iniciadores (5' y 3') del gen del KAL a una concentración de trabajo de 100 ¡./NI ó 0.62 ¡A de cada uno de 

los iniciadores (5' y 3') del gen del GnRH-R a una concentración de trabajo de 20 ¡./NI; 1 ¡A de cada uno de 

los desoxirribonucleótidos trifosfatados, 5 ¡A del amortiguador 10X (Tris-HCI10 mM, pH 8.3 Y KCIIMg2CI), 2 U 

de Taq polimerasa y H20 destilada y desionizada estéril para completar un volumen de reacción de 50 ¡A. 

Los reactivos para llevar a cabo la reacción de PCR se adquirieron con Perkin-Elmer (New Jersey, EUA). Los 

programas de amplificación se realizaron en el equipo DNA Thermal Cycler 480 de Perkin-Elmer y se 

detallan en las tablas 8 y 9. 

Los productos de cada reacción de amplificación se analizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2%, teñido con bromuro de etidio 0.0002%. Como marcador de peso molecular se incluyó a una 

escalera de 100 p.b. (Gibco BRL, Life Technologies, Inc. Gaithersbury, Maryland, EUA). 
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Purificaci6n de los productos de PCR 

Para llevar a cabo la purificación de los productos de PCR se utilizó el estuche comercial QIAEX 11 

(QIAGEN Inc, Alemania). La banda del gel de agarosa que se deseaba purificar fue recortada, se pesó y se 

disolvió a 55·C con 3 veces su peso en lA del amortiguador QX1 yen 10 lA de la suspensión QIAEX 11, 

utilizando la propiedad del DNA de unirse al vidrio; se centrifugó por 2 minutos a 14,000 r.p.m. a temperatura 

ambiente y se decantó el sobrenadante. El paso anterior se repitió con 500 lA del amortiguador QX1. 

Posteriormente, el botón se lavó en 2 ocasiones con 500 lA del amortiguador PE centrifugándose en la primer 

ocasión por 2 minutos a 14,000 r.p.m. y en la última por 5 minutos a 14,000 r.p.m. a temperatura ambiente. 

Finalmente, se resuspendió en 20 lA de H20 destilada y desionizada estéril para despegar el ONA del vidrio a 

55"C durante 5-15 minutos. Al producto purificado se le realizó un análisis espectrofotométrico mediante 

lecturas a 260 y 280 nm para evaluar la pureza y la concentración del ONA extraído y se conservó a -20·C 

hasta su utilización en la reacción de secuenciación. 

Secuencíaci6n 

La reacción de secuenciación se realizó mediante un estuche de DNA Sequencing Kit Oye 

Terminator Cycle Sequencing Core Kit (Per1<in-Elmer, New Jersey, EVA), que se basa en el método descrito 

por Sanger et al. (1977) con algunas modificaciones. Posterior a la purificación de los productos de PCR, en 

tubos de microcentrífuga de 0.2 mi, se llevó a cabo la mezcla de reacción con: amortiguador de secuencia 5X, 

mezcla de dNTP's, oligonucleótido (5' ó 3') a una concentración final de 3.2 pM, terminador colorido A, 

terminador colorido C, terminador colorido G, terminador colorido T y AmpliTaq DNA Polimerasa, FS. A esta 

reacción de mezcla se le anadió la concentración del DNA previamente estandarizada (Tablas 8 y 9) Y H20 
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destilada y desionizada estéril para un volumen final de 20 ~. Se llevó a cabo el PCR de cada una de las 

reacciones de secuenciación con las temperaturas de desnaturalización, reasociación y extensión 

previamente estandarizadas. 

Al finalizar el PCR, se procedió a la purificación de los productos mediante el uso de las columnas 

CENTRI SEP (Princeton Separations, Applied Biosystems, Inc., New Jersey, EUA). Dichas columnas 

separan, por medio de Sephadex TM grado 50 fino, a los nucleótidos y sales excedentes del producto de PCR 

a ser secuenciado. Brevemente, se rehidrata el Sephadex G-50 contenido en las mismas con 800 ~ de H20 

destilada y desionizada estéril durante 2 horas, el líquido intersticial es removido por precipitación, se 

centrifuga a 4,000 r.p.m. por 2 minutos, se depositan los 20 ~ del PCR de secuencia y se centrifuga a 4,000 

r.p.m. por 2 minutos recuperándose asi el producto de PCR purificado. Posterionnente, el mismo fue 

evaporado en una centrifuga de vacio. Las muestras se resuspendieron en amortiguador de carga 

(fonnamida desionizada y EDTA 25 mM, pH 8.0, que contiene 50 mg/ml de azul dextrán en una proporción de 

5:1 de fonnamida a EDTAlazul dextrán), se calentaron a temperatura de ebullición durante 5 minutos y se 

colocaron en hielo. El DNA fué secuenciado en un gel de poliacrilamida al 4.75% (50 mi) que contiene 

acrilamida al 40%, urea 25 g, bisacrilamida:acrilamida (18:2), 5 mi de TBE 10X, 16.87 mi de H20 destilada y 

desionizada estéril, 250 ~ NH4S04 al 10% y 28.2 ~ de N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina. Se colocaron las 

muestras (1.5 ~ Icarril) y se corrieron en el secuenciador automático Applied Biosystem 377 DNA Sequencer. 
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Tabla 8: Condiciones de PCR del gen KAL 

Temperatura Producto Producto Concentración de 
Exón alineamiento amplificado DMSO secuenciado DNA para secuencia 

('C) (pobo) (pobo) (ng) 

1 65 329 4% 207 13 

2 55 230 48 10 

3 55 174 63 9 

4 55 334 222 13 

5 55 267 186 12 

6 55 218 4% 130 12 

7 55 269 117 10 

8 55 237 235 11 

9 55 266 146 10 

10 55 293 4% 95 13 

11 55 272 2% 172 12 

12 55 302 221 13 

13 55 241 142 12 

14 55 147 118 10 

DMSO: Dime!il sulfóxido 

Tabla 9: Condiciones de PCR del gen del receptor de la hormona liberadora de gonadotropinas 

Temperatura Producto Producto Concentración de 
Exón alineamiento amplificado secuenciado DNA para secuencia 

('C) (pobo) (pobo) (ng) 

1 55 560 522 17 

2 55 321 219 13 

3 55 355 244 13 
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RESULTADOS 

Los estudios de los árboles genealógicos practicados a los pacientes con síndrome de Kallmann 

confirmaron el patrón hereditario ligado al cromosoma X en todos estos sujetos. 

Tanto en los pacientes con síndrome de Kallmann, como en aquellos con hipogonadismo 

hipogonadotrópico (salvo en los sujetos HH10 y HH11; ver sujetos) se confirmó la ausencia de 

consanguinidad en todas las familias estudiadas; todas ellas pertenecieron a genealogías diferentes. 

Gen KAL 

Se encontraron defectos genéticos del gen KAL en 3 de los 12 propósiti. El paciente K11 presentó 

una deleción del exón 5; el resto de los exones del gen amplificaron normalmente (Figura 4). El paciente 

K10 presentó una mutación puntual en el exón 6 que consistió en una sustitución de C por T en el codón 

262 (CGA por TGA), convirtiendo el codón para la arginina en un codón de terminación prematuro (Figura 

5). Esta mutación se encuentra localizada en la región que comparte homología con la secuencia de las 

repeticiones de fibronectina 111 que posee la proteína Ka/. El paciente K7 presentó una inserción de 11 p.b. 

en el exón 1 del gen. La misma, constituye una repetición de la secuencia previa y condiciona un cambio 

en el marco de lectura generándose un codón de terminación prematuro 19 tripletes posteriores a la 

inserción, dentro del mismo exón (Figura 6). 

En los 9 pacientes restantes con diagnóstico de sindrome de Kallmann, así como en los 14 

pacientes con hipogonadismo hipogonadotrópico aislado y en las dos familias con hipogonadismo 

hipogonadotrópico, no se encontraron mutaciones en este gen. 

Asimismo, encontramos 5 polimorfismos del gen KAL (Tablas 10, 11 Y 12). El primero de ellos 
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consistió en una sustitución de G por A en el codón 78, en el exón 2. Este polimorfismo fué observado en 

el 92% de los pacientes con síndrome de Kallmann y en el 75% de los pacientes con hipogonadismo 

hipogonadotrópico. Este cambio ya reportado previamente en la literatura, no alteró el aminoácido 

codificado (Glicina) (Figura 7). El segundo fué detectado en el exón 11 y consistió en una sustitución de A 

por G en el codón 534 (isoleucina por valina). Este polimorfismo fué observado en el 64% de los pacientes 

con síndrome de Kallmann y en el 94% de los pacientes con hipogonadismo hipogonadotrópico y al igual 

que en el caso anterior, ya había sido reportado previamente tanto en pacientes como en sujetos control 

(Figura 8). Los últimos tres polimorfismos fueron localizados en el exón 12. El tercer polimorfismo, consistió 

en una sustitución de T por e en el codón 565 (isoleucina por treonina). Dicha alteración fue observada en 

el 83% de los pacientes con síndrome de Kallmann, en el 44% de los pacientes con hipogonadismo 

hipogonadotrópico y en el 8% de los controles estudiados (Figura 9). El cuarto polimorfismo, consistió en 

una sustitución de T por e en el codón 609 (serina por prolina); éste fue observado en el 58% de los 

pacientes con síndrome de Kallmann, en el 44 % de los pacientes con hipogonadismo hipogonadotrópico y 

en el 6% de los controles (Figura 10). En todos los casos en los cuales se presentó el polimorfismo en el 

codón 609, éste se encontró asociado al polimorfismo en el codón 565 tanto en los sujetos con síndrome 

de Kallmann como en aquellos con hipogonadismo hipogonadotrópico. El quinto polimorfismo consistió en 

una sustitución de T por e en el codón 611. Dicho cambio fue observado en el 75% de los pacientes con 

síndrome de Kallmann, en el 81 % de los pacientes con hipogonadismo hipogonadotrópico y en el 50% de 

los controles sanos. Este cambio, que no alteró el aminoácido codificado (isoleucina), ya había sido 

reportado previamente (Figura 11). 
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Tabla 10: Polimorfismos en el gen KAL en pacientes con sindrome de Kallmann 

Total PM 
Sujeto PM78 PM534 PM 565 PM609 PM611 por 

sujeto 
K1 + + + + 4 
K2 + - + + + 4 
K3 + - + + + 4 
K4 + + + + + 5 
K5 + - + + 3 
K6 - + - 1 
K7 + + + + + 5 
K8 + + - - + 3 
K9 + + + + + 5 
K 10 + + 2 
K 11 + + + 3 
K 12 + + + + + 5 

Tabla 11: Polimorfismos en el gen KAL en pacientes con hlpogonadismo hipogonadotrópico 

Total PM 
Sujeto PM78 PM534 PM565 PM 609 PM611 Por 

Suieto 
HH 1 + + + + + 5 

HH 2Y3 + + + + + 5 
HH4 + + - + 3 
HH5 + + - 2 
HH6 + + - + 3 
HH7 + + - 2 
HH 8 + + + + + 5 
HH9 - + - + 2 
HH 12 - + - + 2 
HH 13 + + - + 3 

HH 14-17 + + + + + 5 
HH 18 
HH 19 
HH 20 
HH 21 
HH 22 

- + - - + 2 
+ + + + + 5 
+ + + + + 5 

- + + 2 
+ + - - + 3 

PM: Polimorfismo 
PM 78: cambio de CAG por CAA (Glicina) 
PM 534: cambio de ATI por GTI (Isoleucina -> Valina) 
PM 565: cambio de ATC por ACC (Isoleucina -> Treonina) 
PM 609: cambio de TCC por CCC (Serina -> Prolina) 
PM 611: cambio de ATI por ATC (Isoleucina) 
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Tabla 12: Polimorfismos en el exón 12 del gen KAL en controles sanos 

Control PM PM PM Total Control PM PM 
565 609 611 PM 565 609 

1 - - O 26 -
2 - - O 27 -
3 - O 28 -
4 + + 2 29 + + 

5 - O 3D -
6 + - 1 31 -
7 - + 1 32 -
8 - + 1 33 - -
9 O 34 - -
10 - O 35 - -
11 - - O 36 - -
12 - + 1 37 -
13 - - O 38 + + 

14 - - + 1 39 -
15 - - + 1 40 -
16 - O 41 -
17 - + 1 42 -
18 - O 43 -
19 - + 1 44 -
20 - + 1 45 - -
21 - + 1 46 - -
22 + 1 47 - -
23 - + 1 48 - -
24 - O 49 -
25 - O 50 

PM: Polimomsmo 
PM 565: cambio de ATC por ACC (Isoleucina --> Treonina) 
PM 609: cambio de TCC por CCC (Serina --> Prolina) 
PM 611: cambio de ATT por ATC (Isoleucina) 

PM Total 
611 PM 

O 
+ 1 

O 
- 2 
+ 1 
+ 1 
- O 

- O 
+ 1 
+ 1 

O 
+ 1 
+ 3 
+ 1 
+ 1 
- O 
+ 1 
+ 1 
- O 
- O 
+ 1 
+ 1 
- O 

O 
O 
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Escalera Control K 11 Control K 11 Control K 11 
100 p.b. \ ) \ ) \ ) 

Exón4 
334p.b. 

Exón 5 
267 p.b. 

Exón6 
218 p.b. 

FIGURA 4: Deleción del exón 5 del gen KAL en un sujeto (K11) con sindrome de Kallmann. 

CONTROL 

fl ¡ , 

¡ 
¡ 
¡ 

~1. 

PACIENTE 

FIGURA 5: Mutación puntual (CGA por TGA) que origina un codón de terminación prematuro (Stop) en el 
exón 6 del gen KAL en un sujeto (K 10) con sindrome de Kallmann. El asterisco señala su ubicación. 
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FIGURA 6: Inserción de 11 p.b. que corresponde a una duplicación de la secuencia que antecede, en el exón 1 del gen KAL. La misma, ocasiona 
un codón de terminación prematuro (CTP) debido a un cambio en el marco de lectura. 
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SECUENCIA NORMAL 
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SECUENCIA POLlMORFICA 

FIGURA 7: Polimorfismo encontrado en el exón 2 del gen KAL El mismo no ocasiona cambio en el 
aminoácido codificado (Glicina), El asterisco señala su ubicación, 

A A (; <: e T A T'r G (j( T G e AAGCCTGTTG{lCTG(, 
21.13 ??0 

* * ATT --+ GTT 

Is0534 --+ Val 

\ 

SECUENCIA NORMAL SECUENCIA POLlMORFICA 

FIGURA 8: Polimorfismo encontrado en el exón 11 del gen KAL El mismo ocasiona un cambio de 
Isoleucina por Valina (A TI por GTT) en la posición 534 de la proteína, El asterísco señala su 
ubicación, 
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SECUENCIA POLlMORFICA 

FIGURA 9: Polimorfismo encontrado en el exón 12 del gen KAL. El mismo ocasiona un cambio de 
Isoleucina por Treonina (ATC por ACC) en la posición 565 de la proteina. El asterisco indica su 
ubicación. 
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.??f1 HC' 

* TCC --. CCC * 
fi . ~ Ser609 ---. Pro 

f!~ \ 1 ¡ i\ 

\ f\~ 

SECUENCIA NORMAL SECUENCIA POLlMORFICA 

FIGURA 10: Polimorfismo encontrado en el exón 12 del gen KAL. El mismo ocasiona un cambio 
de Serina por Prolina (TCC por CCC) en la posición 609 de la proteína. El asterisco señala su 
ubicación. 
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sindrome de Kallmann, no demostró la presencia de alteraciones moleculares en este gen. 

Cincuenta individuos sanos (100 alelos), clasificados como estadio de Tanner 5 y con fertilidad 

probada, no presentaron la mutación en el nucleótido 268, siendo homocigotos para la fonma silvestre del 

receptor. 
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FIGURA ',12: Secuencia parcial del exón 1 del gen del receptor de la hormona liberadora de gonadotropinas que muestra una 
mutación puntual homocigota (sustitución de G por A) en el nucleótido 268 (*) en los dos hermanos afectados (panel central) que 
condiciona un cambio de ácido glutámico por lisina en la posición 90 de la proteína. En el panel derecho, se observa el estado 
heterocige,ta (tanto G como A) en la posición 268 (*) que presentaron ambos padres y un hermano sano. Una hermana sana era 
homocigota para la forma silvestre del receptor (panel izquierdo). 



DISCUSION 

En los individuos sanos al inicio de la pubertad existe una reactivación del eje hipotálamo-hipófisis­

gónada la cual condiciona los cambios específicos de esta etapa del desarrollo (Boyar el al., 1974). Los 

sujetos con hipogonadismo hipogonadotrópico no presentan desarrollo gonadal ni de caracteres sexuales 

secundarios debido a una alteración en la síntesis de GnRH y/o de gonadotropinas, en la mayoría de los 

casos condicionada por una deficiencia primaria y aislada en la síntesis de GnRH. Este padecimiento ha sido 

dividido en dos grandes grupos: hipogonadismo hipogonadotrópico idiopático y síndrome de Kallmann, 

existiendo en este último anosmia o hiposmia asociadas (Layman, 1991). 

En este trabajo investigamos la presencia de mutaciones en el gen KAL y en el gen del receptor 

de GnRH en pacientes con síndrome de Kallmann y con hipogonadismo hipogonadotrópico familiar o 

esporádico. 

En los últimos años se han descrito diversas mutaciones en el gen KAL en algunos de los pacientes 

afectados por la forma ligada al cromosoma X de esta enfermedad, habiéndose descrito desde mutaciones 

puntuales hasta deleciones completas de dicho gen (Ballabio el al., 1989; Bick el al., 1992; Hardelin el al., 

1992; Bouloux el al., 1993; Hardelin el al., 1993a; 1993b; Meindl el al., 1993; Klink el al., 1994; Paige el al., 

1994; Martul el al., 1995; Parenti el al., 1995; Quinton el al., 1996; Georgopoulos el al., 1997; Gu el al., 1998; 

Maya-Núñez el al., 1998a; O'Neill el al., 1998; Weissortel el al., 1998; Izumi el al., 1999; Maya-Núñez el al., 

1999; Jansen el al., 2000; Matsuo el al., 2000; Nagata el al., 2000; Oliveira el al., 2001). En el presente 

trabajo encontramos alteraciones genéticas del gen KAL en 3 de los 12 propósili estudiados con síndrome 

de Kallmann (una deleción del exón 5; una mutación puntual en el exón 6 y una inserción de 11 p.b. en el 

exón 1). Esto representa la presencia de mutaciones en el 25% de los sujetos, lo cual se encuentra por 
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debajo de la frecuencia reportada en otros estudios que, en conjunto, ha sido un poco menor al 50% 

(Ballabio el al., 1989; Hardelin el al., 1992; 1993b; Quinton el al., 1996; Georgopoulos el al., 1997; Maya­

Núñez el al., 1998b). Nuestro hallazgo confirma la observación de que la forma ligada al cromosma X del 

sindrome de Kallmann no constituye la forma principal de presentación en individuos con esta alteración, 

confirmándose as! la heterogeneidad genética de esta enfermedad (Quinton el al., 1996; Oliveira el al., 

2001). 

Dos de las mutaciones (la deleción del exón 5 y la mutación de CGA por TGA que condiciona un 

cambio de Arg262 por un codón de terminación prematuro en el exón 6) se presentaron en la región que 

codifica para las cuatro repeticiones de fibronectina tipo 111 de la proteina Kal que corresponde a un 

dominio involucrado en procesos de migración neuronal y en el establecimiento del contacto entre los 

axones y las neuronas del bulbo olfatorio (Figura 2) (del Castillo el al., 1992; Hynes y Lander, 1992). La 

mutación puntual encontrada no había sido descrita previamente. Esto apoya el concepto de que las 

mutaciones en el gen del síndrome de Kallmann se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo de los 

14 exones. 

La inserción de 11 pares de bases se encuentra localizada en el exón 1. Este exón codifica para la 

región altamente conservada y rica en cisteínas de la porción ami no terminal de la proteína Kal (Figura 2) 

(del Castillo el al., 1992). Este caso constituye el cuarto reporte de una alteración molecular encontrada en 

dicha región que condiciona síndrome de Kallmann (Gu el al., 1998; Maya-Núñez el al., 1998a; Izumi el al., 

1999). Nuestro hallazgo confirma que una mutación en esta región, la cual además condiciona la aparición 

de un cod6n de terminación prematuro, ocasiona una pérdida completa en la función de la proteína Kal. 

La ausencia de alteraciones moleculares en 9 de los pacientes estudiados amplía y confirma 

estudios previos, en los cuales no se han encontrado mutaciones en un alto porcentaje de pacientes con 
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síndrome de Kallmann lígado al cromosoma X (Hardelin el al., 1993b; Quinton el al., 1996; Oliveira el al., 

2001). La presencia de alteraciones en las regiones reguladoras del promotor del gen KAL, en las regiones 

no traducidas de los exones 1 y 14 o dentro de los intrones (Hardelin el al., 1993a; Quinton el al., 1996; 

Oliveira el al., 2001), o bien la existencia de otro(s) gen(es) participante(s) en el síndrome de Kallmann 

ligado al cromosoma X deberán de ser consideradas como posibles explicaciones para la presencia de 

síndrome de Kallmann en estos individuos (Seminara el al., 1998; Layman, 1999; Oliveira el al., 2001). 

La asociación de polimorfismos en un mismo sujeto fue importante en este grupo de estudio, ya 

que 8 de los 9 pacientes con síndrome de Kallmann que no presentaron mutaciones en el gen KAL (Tabla 

10) y 10 de los pacientes con hipogonadismo hipogonadotrópico (Tabla 11), presentaron la coexistencia de 

tres, cuatro o cinco polimorfismos en el gen KAL. Esto difirió sustancialmente de lo evidenciado en el grupo 

de controles, en el cual solamente un sujeto de los cincuenta estudiados presentó la asociación de 3 

polimorfismos, dos sujetos presentaron concomitantemente dos polimorfismos y los demás presentaron 

uno o ningún polimorfismo en este gen (Tabla 12). 

La existencia de múltiples polimorfismos en algunos de los individuos afectados, en los cuales no 

se encontró mutación alguna en el gen KAL, pudiese indicar que la presencia de los mismos fuese la 

causa del padecimiento. A pesar del supuesto de que los polimorfismos aparentemente no predisponen a 

la presencia de enfermedad, ha sido demostrado que pueden estar asociados a diferentes entidades 

patológicas, como por ejemplo: la eliptocitosis hereditaria, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, la diabetes 

mellitus tipo 2, las enfermedades tiroideas autoinmunes, la nefropatía por IgA o la artritis reumatoide 

(Alloisio el al., 1991; Goldfarb el al., 1992; Hager el al., 1995; Van Sande el al., 1995; Walston el al., 1995; 

Rau el al., 2001; Tsuge el al., 2001; Yamada el al., 2001). 

En 1992 fue clonado el DNA complementario del GnRH-R (Kakar el al., 1992). En años recíentes, se 
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han reportado 7 familias con mutaciones en el gen del GnRH-R (de Roux el al., 1997; Layman el al., 1998; 

Caron el al., 1999; de Roux el al., 1999; Pralong el al., 1999; Seminara el al., 2000; Beranova el al., 2001). 

De Roux el al. (1997), describieron una familia con mutaciones inactivantes heterocigotas compuestas en los 

codones 106 y 262. Posterionmente, reportaron otra familia en la que todos los sujetos afectados fueron 

heterocigotos compuestos para una mutación en el codón 262 en un alelo y dos mutaciones en los codones 

106 y 217 en el otro alelo (de Roux el al., 1999). Layman el al. (199B), estudiaron una familia con mutaciones 

heterocigotas compuestas en los codones 262 y 2B4. Caron el al. (1999), reportaron una familia con 

mutaciones heterocigotas compuestas en los codones 129 y 262. Seminara el al. (2000) describen el caso 

índice de una familia con dos mutaciones heterocigotas, siendo cada uno de los padres portadores de una de 

ellas; mientras que Pralong el al. (1999) y Beranova el al. (2001) describen las primeras mutaciones en 

estado homocigoto en los codones 168 y 106 respectivamente. En este estudio pudimos demostrar una 

mutación homocigota del GnRH-R, que no había sido reportada previamente, en una familia (de tres 

estudiadas) con dos sujetos afectados, que presentaban hipogonadismo hipogonadotrópico idiopático 

completo. 

El espectro fenotípico del hipogonadismo hipogonadotrópico en los pacientes con mutaciones 

heterocigotas compuestas en el gen del GnRH-R es variable, presentándose desde una fonma de 

hipogonadismo parcial con concentraciones significativas de gonadotropinas y esteroides gonadales, hasta 

aquellos casos en los cuales el hipogonadismo es completo (de Roux el al., 1997; Layman el al., 1998; Caron 

el al., 1999; de Roux el al., 1999). Asimismo, se ha observado una variación importante en el grado de 

hipogonadismo hipogonadotrópico en pacientes pertenecientes a una misma familia y que presentan la 

misma mutación heterocigota compuesta (Caro n el al., 1999; de Roux el al., 1999). Estas diferencias 

sugieren que existe la influencia de una gran variedad de factores sobre la expresión del fenotipo, habiéndose 
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sugerido incluso un dimorfismo sexual en la tolerancia a las alteraciones en la función de la GnRH (de Roux 

el al, 1999). En contraste, los pacientes con mutaciones homocigotas descritos por Pralong el al. (1999) y 

Beranova el al. (2001), asi como nuestros propósili homocigotos, presentaron un fenotipo de deficiencia 

completa de GnRH lo cual se comprueba por la presencia de micro pene y criptorquidia bilateral, por las 

concentraciones sumamente bajas de gonadotropinas y consecuentemente de testosterona (Tabla 4), asi 

como por la ausencia de respuesta a la estimulación con GnRH exógena. El hecho de que una mutación 

homocigota haya inducido en todos los casos reportados la presencia de hipogonadismo hipogonadotrópico 

completo no puede ser determinada únicamente por tres reportes, por lo que el estudio de más sujetos con 

este tipo de alteraciones es imprescindible. 

Por otro lado, este estudio amplía reportes previos (de Roux el al., 1997; Layman el al., 1998; Caron 

el al., 1999; de Roux el al., 1999; Pralong el al., 1999; Koltler et al., 2000; Seminara et al., 2000; Beranova et 

al., 2001) de que, al igual que en otros receptores de la misma familia (LH, FSH y TSH), el receptor de GnRH 

puede verse afectado por una variedad de mutaciones inactivantes que inducen la pérdida parcial o total de la 

función (Ailtomaki et al., 1995; de Roux et al., 1996; Latronico et al., 1996). 

Un hallazgo adicional de nuestro trabajo es que la mutación GIU90Lys induce hipogonadismo 

hipogonadotrópico solamente cuando se encuentra en estado homocigoto, debido al hecho de que fué 

silente en el estado heterocigoto, siendo por ello heredada en forma autosómica recesiva, lo que 

concuerda con el estudio de Pralong el al. (1999). Con base en el hecho de que el alelo mutado puede 

encontrarse presente en los sujetos normales, estudiamos a 50 individuos sanos (100 alelos) en estadio 5 

de Tanner. En ninguno de estos individuos se demostró la variación génica encontrada en los pacientes. lo 

que indica, en esta muestra, una frecuencia génica menor del 1 %. 

La mutación GIU90Lys se localiza en el segundo dominio transmembranal (TM) del receptor de 
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GnRH, siendo ésta la primera mutación espontánea reportada en este dominio. En estudios previos, se han 

descrito mutaciones en la primera y tercera asas intracelulares, así como en el tercero, en el cuarto y en el 

sexto dominios transmembranales (de Roux el al., 1997; Layman el al., 1998; Caron el al., 1999; de Roux el 

al., 1999; Pralong el al., 1999; Kotller el al., 2000; Seminara el al., 2000; Beranova el al., 2001). Nosotros 

asuminos que la mutación GIU90Lys afecta la función del GnRH-R considerando que en el GnRH-R de los 

mamíferos, el aminoácido Asp87 localizado en el TM-2 (el cual es sustituído por una Asn altamente 

conservada en la mayoría de los demás receptores acoplados a proteínas G que provienen de la familia de 

las rodopsinas/padrenérgicos), interacciona con el ASp318 (Asn en otros receptores) en el TM-7, formándose 

un microdominio hélice-2Ihélice-7 estnuctural y funcional que ha sido recientemente implicado en la expresión 

del receptor, así como en su activación e interacción con las pequeñas proteínas G heterotriméricas (Tabla 

13) (Zhou el al., 1994; Seaflon el al., 1997; Mitchell el al., 1998; Ulloa-Aguirre y Conn, 1998; Flanagan el al., 

1999). De esta forma, una mutación cercana al aminoácido altamente conservado (Asn87) puede afectar la 

estnuctura terciaria de la a-hélice, provocándose una perturbación estnuctural al alterar la conformación del 

microdominio hélice-2Ihélice-7, que puede impedir la expresión y/o la activación del receptor. Asimismo, hay 

que considerar que en particular la lisina puede potencialmente modificar la estnuctura de la a-hélice 

hidrofóbica, al añadir cargas positivas, como ha sido recientemente ejemplificado en un estudio en el cual la 

deleción de Lys191 ocasiona una expresión del receptor cuatro veces mayor (Arora el al., 1999). Asimismo, es 

importante considerar que cuando el aminoácido GIU90, el cual se encuentra totalmente conservado en todos 

los GnRH-R de los mamíferos clonados hasta el momento (Zhou el al., 1994) es sustituído, el receptor se 

transforma en una proteína incapaz de unir a su ligando o de traducir la señal (Hoffmann el a/., 2000). 

En este estudio identificamos una mutación en el GnRH-R en una de las tres familias con 

hipogonadismo hipogonadotrópico aislado estudiadas. Con el fin de poder determinar la prevalencia 
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exacta de estas mutaciones se requiere del estudio de un mayor número de pacientes. Debido a la 

presencia de aparente consanguinidad en la familia afectada, nosotros suponemos que la mutación deriva 

de un ancestro común. 

Esta mutación constituye la primera descripción de una mutación localizada en el segundo dominio 

transmembranal (Glu90Lys) del GnRH-R, indicando que la integridad del ácido glutámico en esa posición 

es crucial para la función del receptor. De igual manera, este reporte complementa otros al demostrar que 

dichas mutaciones se encuentran distribuidas a lo largo del gen del receptor de GnRH. 

Tabla 13: Dominios transmembranales 2 y 7 en receptores acoplados a proteínas G de la familia de 
las rodopslnas/¡3 adrenérgícos 

Receptor TM2 TM 7 
87 318 

Hormona liberadora de gonadotropínas HLTLA N LLETL LNPCF D PLlYG 

Hormona luteínízante NLSFA D FCMGL LFYPI N SCANP 

Hormona foliculo estimulante NLAFA D LCIGI LFHPI N SCANP 

Hormona tíroestimulante NLAFA D FCMGM LFYPL N SCANP 

Neurotensína SLALS D LLTLL VSSTI N PILYN 

Colecístocínína SLAVS D LLLAV ASACV N PLVYC 

5-Hídroxitripiamina SLAIA D MLVGL VCSGI N PLVYT 

N: Asparagína 
D: Acido aspártíco 

(Zhou el al., 1994) 
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Summary 

BACKGROUND and OBJECTIVE Mutations In the 
GnRH receptor (GnRH-R) gene cause hypogonado­
trophlc hypogonadlsm. Here, we present the mole­
cular studles of the GnRH-R gene in three famllles 
wlth lsaiated hypogonadotrophlc hypogonadism. 

PATIENTS Three unrelated famllies, with at least two 
members dlagnosed wIth lsalated hypogonado­
trophlc hypogonadlsm were Included. 
MEASUREMENTS DMA sequencing was performed 
after polymerase chaln reaction ampllflcatlon 01 each 
01 the Ihree exons 01 the gene. 
RESUL TS A novel homDZygous missense mutatlon, 
at nucleotlde 268, tumlng glutamlc acld Inlo Iysine, 
located at the second transmembrane domaln 01 the 
GnRH-R gene was lound in two palients pertalnlng lO 
one 01 the famllies sludled. 80th parents and an 
unaffecled brother were helerozygous carrlers 01 one 
mutant allele, an unaffee!ed slster was homozygole 
wlld type. In the other two affected lamilies no 
mutallons were lound In the GnRH-R gene, 

CONCLUSIONS Thls constltutes the flrsl descrlptlon 
01 an spontaneous mutallon localed al Ihe second 
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transmembrane 'domaln (GIu90Lys) of the GnRH-R, 
Indlcatlng that Ihe Inlegrlty of glutamic acid at thls 
poslllon Is crucial lor receplor function. Also this 
repart, complementlng others, demonstrates lhal 
mutatlons are distrlbuted throughout !he GnRH-R 
gene and Ihat as In the only other homozygous 
mutatlon prevlously descrlbed, affected patlents 
presenl a complete lorm of hypogonadolrophlc 
hypogonadism. Due lo the lae! Ihal apparently 
consangulnlty was presanl In our affected !amlly, 
we presume that Ihe mutatlon derived from a 
common ancaslor, by a founder gene eltect. 

Individuals affected with isol.tOO hypogon.dotropbic hypo­
gonadism fail to achieve spontaneous pubertal development 
(Crowley et al., 1985; Layrnan, 1991b). This beterogeneous 
disorder constitutes one of the mast common causes of 
beredila1)' hypogon.dism and can be IrlInSmitted as an 
autooomal dominant.. an autosomal recessive or an X -linked 

disease, a1though sporadic forms a1so bave \leen describe<! 
(Sparkes et al .. 1968; White et al., 1983; Cbaussain el al., 
1988; Dean el al., 1990). lf associ.ted with anosmi. or 
hyposmia the oondition ís known as Kallman~s syndrome and 
results, in less than 50% of tbe cases. from mutations in the 
Kal·l gene (Hardelin et al., 1992; Georgopoulos el al., 1997; 
M.ya-Núñez el al., 1998; Maya-Núñez el al., 1999). Tbis gene 
spans 210kb of genomic DNA in Xp22.3 and encodes a protein 
sharing homology with molecules involved in neuronal 
migration and axonal pathímding (Franco et al .. 1991). 

In order to elicit the cascade of events wruch lead to the 
development of nonnal puberty and reproductive function 
GnRH neurones must synthesíze and secrete GnRH, in a 
pulsatile fasbion, into the hypophysial portal bl00d. At the 
membranes of pituila1)' gonadotroph ceUs, GnRH interacts 
wíth its high affmity receptor (GnRH·R) (Conn & Crowley, 
1994). The LH and FSH synthesized and released from 
pituitary gonadotrophs stimulate sex steroid hormone bio­
synLf!e~is and secretion as weU as gametogenesis (Yen, 1991). 
A number oí other factors, such as g.fowth. f:lctors, <:t\fecho­

lamines, endOlpltins, DAX-l gene produc~ etc. are a1so 
involved in oonnaJ repnxiuctive function (Ulloa~Aguirre 

et al., 1988; Muscatelli et al., 1994); disordm in any step 
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eould resull in hypogonadism (Layman, 1991a; MuscateUi 
el al., 1994). 

The compJementary DNA and the gene for the· human 
GnRH-R were recently eloned (Kakar el al., 1992; Fan el al., 
1994) showing tbat !bis receptor pertains to tbe family of G­
proteio coupled receptors, with seven tmnsmemhrane domains 
and that it acti vates phosphoJ.¡pase e leading to tbe 
intracellular ¡ncrease in inositol phosphates as well as 
mobilization of inttaceJlular calcium (Stojilkovic el al.. 
1994). The human GnRH-R gene is located on 4q13 and 

eonsists of \bree exons (Kakar, 1997). 
As the response lo exogenous GnRH is quite variable among 

patients witb hypogonadotrophie hypogonadism, it was 

postulated lbat in sorne cases a GnRH~R defect could be 
responsibIe for the existence of this disorder. To date, sorne 
mutations in this gene have beco ideptjfied' as. a~¡'jiiJ-9';~",* 

r;;~J;;-ISolated hypogonadotropW-c hypogonadism (de Roux 
el al., 1997; Layman el al., 1998; Caron el al., 1999; de Roux 

el al., 1999; Pralong el al., 1999). 
Here we present the molecular studies of tbe GnRH-R gene 

in \bree families witb isolated hypogonadotrophie hypogonad· 
¡srn. In ane family, with lwo affected individuals, tbe disease 
was caused by a novel mutation of the GnRH-R gene, located 
at the second transmembrane domain, tbat was present in tbe 
homozygous state. In the other two farnilies 00 mutation was 
found in tbe GnRH-R gene. 

Subjects and melhods 

Subjects 

Informed consent was obtained from aH subjects participating 
in the study, which was approvcd by the instilute's human 
research committee. NI patients had a Mexican-mestizo 
etbnic origino 

Family 1. Consanguinity could not be confinned but both 
parents were from tbe same location (a very smalI town 100 
miles away from Mexieo City); apparenUy, tbeir great­

grandparents were cousins. Both probands were refened to 
tbe hospital because of hypogonadism at ages oC 21 (U-I) and 
19 (U-2) (Fig. 1). They were produets oC uneventful pregnan­
cies, being bom witb bilateral cryptorchidism which was 
surgically conected in early ¡nfancy. Psychomotor develop­
meot in both patients was considered nonnal. In botb 
individua1s height and weight were within tbe 25tb and 50th 
percentiles for normal Mexiean males (168 and 170 cm and 

67·8 and 66·2 kg). They have one sister and one brntber who 
had normal puhertal development. 

On physical examination !he most relevant findings were the 
following. Subject //-1: nonnal stature, absence of secondary 
sexual characteristics, no gynaecomastia, peJúle lcngth was 

3·7 cm ann t~·s.tic!!l.:rr ."clumes \vece 3·6 mJ (right) and 2·5 mI 
(left). Subjecll/-2: normal stature, absencc of secondary sexual 
characteristics. no gynaecomastia, penile length was 3·4 cm 
and testicular volumes were 1·5 ntl (right) and 1·8 ntl (left). 
Both patients had a normal seDse of smeU alter peñonning the 
test descrihed by Rosen eral. (1979). In hotb cases tbere were 

no a~nonnal eye movements, bimanual synk:inesia or colour­
blindoess. 

Tbe basal serum LH and FSH conctmtrations (mean of four 
basal values) were, 0·3 ron and 0·2 ron (subject II-I) and 0·3 

ron and 0·1 ron (subjeet 11-2), helow tbe normal adult male 
range (LH: 3-12 rolL; FSH: 0·5-5·0 ron).· After tbe 
intravenous administration of 100 /J-g of GnRH, serum LH 
and PSH were measured every 15 mio for 2 h; hotb 

__ ~0E..a~~trop4ins failed ro respond to tbe acute stjmnlns -S~ 
! ... ",LV""CJUlle conceotrations were in the prepubertal range 
(0·38 and 0·52 nmolll); normal adull males: > 10·5 nmol/l. 
ResuIts for growth honnooe, prolactin, thyroid honnones 
and cortiso! were nonnal. Neither patient agreed to participate 
in an 8-h study for determining LH and FSH pulsatile 
secretion, nor approved semen anaJysis studies. The higb 
resolution G-banded karyotype was 46,xY and eomputed axial 
tomography of tbe hypotbalamic-pituitary region did not 

demonstrate any anomaly. There were no renal nor craniofacial 
abnormaJities. 

The 45-year-<>ld mnther (1-2) and tbe 17-year-old sister 
(U4) had normal puhertal developm~nt and menstrual 
eyeles, as we11 as serum gonadotrophin and estradiol 
eoneentrations. The 45-year-<>ld fatber (1-1) and tbe 18-year­
old normal brotber (U-3) were eompletely virilized, had 

1 2 

11 

.1'1 .1' 2 3 4 
FJg. 1 Pedigree of the family willt isolated hypogonadotrophic hy­
pogonadism due to an hom01:ygous point mutlltion in the GnRH-R 
gene .. 
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normal potency and libido, as well as serum gonadotrophin and 

testosterone concentrations. 

Family 2. Two hypogonadic male siblings were referred to the 

hospital in 1976 (18-years-old) and 1981 (21-years-old). In 
1986, a 15-year-old sister witb prirnary amenorrhea also 

attended tbe hospital. Besides, four femalé and three male 

siblings had normal pubenaI development There was DO 

known history of consanguinity. 

00 physical examinatioD all three affected individuals 

presented infantile externa1 genitalia; sense of smell was 

normal. Basal gonadotrophin concentrations (mean of four 

basal values) were, 1·1 JUII, 0·8 JUII and 1·3 JUII for LH and 

0·3 JUII, 0·3 JUII and 0·5 JUII for FSH. Basal testosterone in 
hotb males was 3·20 nmolJI and"O·90 nmolJI, whereas basal 

oestradiol was not detectable in the female individual. Both 

gonadotrophins f~led to respond to an exogenous GnRH acute 

stimulus. The high resolutioD G-banded karyotype was 46,xY 
in hotb males and 46,xx in tbe female; computed axial 

tomography of the hypothalamic-pituitary region did not 

demonstrate any anomaly. 

Family 3. Botb male probands were referred to tbe hospital 

because of hypogonadism al ages 19 and 17. They had a 21-

year-old sister with primaIY amenorrhoea. and a 24-year-old 
paternal male consín with hypogonadism; nor the sister, nor 

the cousin attended our hospital. Besides. two female and two 

male siblings had a normal pubertal development. There was 

no known history of consanguinity. 
On physical examination both patients presented infantile 

external genitalia; sense of smell was normal. Basal gonado­

trophin concentrations (mean of foor basal values) were, 1·2 
JUII and 1·1 JUII for LH and 0·4 JUIl and 0·2 JUII for FSH. 

Testosterone concentrations were 0·67 nmolll and 1·75 nmolll. 

Both gonadotrophins failed to respond to an exogenous GnRH 

acute stimulus. The high resolution G-banded karyotype was 

46,XY and computed axial tomogrnphy of tbe hypothalamic­

pituitary region did not demonstrate any anomaly. 

In male patients from tbe three families, administration of 

cr:a.KOGTGCAa.ClO"CAITGfU 3:CM.CCTGT<AAOClDGAlTGm a:OJ(CTcrTat,~CTcr'}.rrm 

~70 lB. ,.. 3 31U 310 300 310 

.Lb! Julo /¡ ml_ 
Control Homozygote Heterozygote 
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exogenous testosterone induced penile en1argement and 

development of secondary sexual characteristics. The female 

patient received a combination of oestrogen and a synthetic 

progestagen, which led to development of secondary sexual 

characteristics and endometrial bleeding. 

Methods 

Serum levels of LH and FSH were measured as previously 

described (Méndez el al., 1998). ConcentratioDs of both 

gonadotrophins are expressed as intemational units per litre 

according to the Second Intemational Reference Preparation of 

Human Menopausal Gonadotrophin. 
Genomic DNA was prepared from peripheral blood 

leucocytes by standard techniques (Sambrook el al., 1989). 
For each PCR amplification genomic DNA (0·5-1·0 fLg) in tbe 

presence, 0·1 rnmolJI dNTP, 2 U Taq DNA polymerase 

(AmpliTaq, Perkin Elmer Corp., Branchburg, NJ, USA) and 
250 nmolll oí each specific set of GnRH receptor primees, was 

used. The sequences of the GnRH receptor primers. as well as 

the PCR conditions were followed according to Layrnan el al. 
(1997). 

The PCR products of the three exons of the GnRH receptor 

gene were purified using tbe GeneClean JI Kit (BIO-IOl, 
V}sta, CA, USA). These products' were tben sequenced (10-

15 ng DNA templateJreaction) on an ABI 377 automated DNA 
sequencer (perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster 

City, CA. USA) using tbe BigDye™ terminator cyc1e 

sequencing ready reaction kit (perkin-Elmer). PCR conditions 

for cyc1e sequencing were identical to those described aboye. 

For all exons both strands were sequenced and compared. TIte 

mutation was COnflfDled in three ¡ndependent PCR amplifica­

tions and sequencings in all individuals studied. 

Resulls 

Direct sequencing of tbe three exons of the GnRH-R gene in 

hotb probands of family #1, revea1ed tbat hotb patients 

exhibited a previously unidentified missense mutation, in an 
homozygous state. al nucleotide 268 consisting of a guanine 

GAG-+AAG 
Glu,,-+ Ly. 

Flg. 2 Pare of the sequence of the first 
exon of the GnRH-R gene. Tbe homozy­
gous point mutation (O to A substitution) 
al nucleotide 268 (*), presented by both 
probands. is depicted in the middle panel. 
In the right panel, both O and A can be oh­
~rvl".(t flt po~ition 26S (*) demo!!Str:ot ' n ¡; 
the heterozygous state presented by both 
parents and the unaffected brother. The 
change in the corresponding codon and 
amino acid is indicated at the right 
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(G) to adeoine (A) substitutioo at codon 90 (GAG to AAG), 
turning glutamic :lCid into Iysine. This mutation is !ocated at 
Ihe secood tnlnSmembrane domain (TM-2) of Ihe GnRH 

receptor. Study 00 Ihe family showed Ihat Ihe two pareots and 
the unaffected brother were heterozygous carders of one 
mutant alIele. The unaffected sister was homozygote wild type 
(Fig. 2). 

Direct sequencing of exons 1-3 of the GnRH-R gene from 

families 2 and 3 did not revea! any molecular aboonnality 
(data oot shown). 

Fifty.norma! individuals (lOO a!leles), classified as Tanner 

stage 5 and wilh proven fertiIity, did not harbour Ihe mutatioo 
at nucleotide 268 being hornozygous wild type. 

Dlscusslon 

In recent years, five famffies presenting a mutation ot tite 
GnRH-R gene have beeo reported (de Roux et al., 1997; 

Layrnan el al .. 1998; Caron el al., 1999; de Roux el al., 1999; 
Praloog el al., 1999). De Roux el al. (1997), described one 

family with compound heterozygous inactivating mutatioDs at 
codons 106 and 262 and anolher family where all affected 
members were compound heterozygotes carrying a mutation al 
codan 262 on ane allele and two mutaq.ons at codoos 106 and 
217 on Ihe olher allele (de Roux el al., 1999). Layman el al. 
(1998), studied a family wilh compouud heterozygous 
mutatioos at codons 262 and 284. Caron el al. (1999), reported 

a fanúIy with compound heterozygote mutations at codons 129 
and 262, while Pralong el al. (1999) described Ihe ooly 
mutation that has been found in an homozygous slate (codoo 
168). In this study, we report a novel homozygous mutation of 

the GnRH-R found in two brothers presenting a phenotype of 
complete form 01 hypogonadotrophic hypogooadism. The 
parents and an unaffected brother were beterozygous carners 

of one mutant allele. 
Bolh mutated individuals described here, displayed com­

plete hypogonadotrophic hypogooadism. The severity of 

gonadotrophin deficiency was evidenced by the clínical 
cbaracteristics, the very low levels of basal serum LH and 
FSH. as well as the absence of response of gonadotropbins to 

exogenous GnRH. The pbenotypic spectrum of isolated 
bypogonadotroplúc bypogonadism in patients with compound 
heterozygote mutations in the GnRH-R is variable, ranging 

from partial hypogonadatropbic deficiency with significant 
concentrations of gonadotrophins and ganadal steroids to 
complete hypogonadism (de Roux el al., 1997; Layman el al., 
1998; Caron el al., 1999; de Roux el al., 1999). Indeed, a 

substantial variation in the degree of hypogonadotrophic 
hypogonadism has been observed in patients pertaining to 
the same family and presenting the same compouod hetero­
zygnte mutations of the GnRH-R gene (Caron et al .. 1999; de 

Roux et al., 1999). These phenotypic differences suggest that a 
vflriefy nf nlheT f~~tn~ ¡nflllf'!n~~ thf': f':~press!{"In of thp. 
phenotype, besides that a sexual dimorphism in the tolerance 
oí aIterations in GnRH function has been previously suggested 
(de Roux el al., 1999). In cootras~ Ihe homozygote patieot 

described by Pralong el al. (1999), as well as our homozygous 
patients displayed a pheootype of complete GnRH deficiency 
as evidenced in both studies by the presence of micropballus, 
bilateral l.'T)'ptorchidism, very low leveIs of gonadotrophlns 

and cansequently oí testosterone, as well as absence oí 
response to GnRH sUmulation. As to whether an homozygous 
mutation will always induce complete bypogonadotropbic 
hypogonadism can not be determined by two reports; further 
studies on more patients are required to address this issue. This 
study extends previous reports (de Roux et al., 1997; Layman 

_ el al .. 1998; Caroo el al·,_1999; <!,,--Roux !,--al., 1929; Pra!"!lg 
ef af., f~y) mal llK.eoÜ1er recepwrs 01 me SiUne laIlllly \Ltt, 

FSH and TSH), Ihe GnRH-R can be affected by a variety of 
inactivating mutations indueing partial to totalloss of function 
(Aittomili el al., 1995; de Roux el al .. 1996; Latronico el al., 
1996). 

An additional finding oí our study is that [as also described 

in Ihe repor! by Praloog el al. (1999)J Ihe mutalion induced 
byPogonadotrophic hypogonadism only when preseot in tbe 
bomozygous state, due to the faet tbat it was silent in the 
heterozygous state, therefore being inherited in an autosomal 
recessive manner. Taking into eonsideration that the mutant 
allele might be present in nonnal patients, we screened 50 

individuals not detecting any other mutant allele, indieating a 
geoe frequeocy of less Ihan 1 %. 

The Glu90Lys mutation is located in the second transmem­
brane domain of the GnRH receptor, constituting the frrst 

spontaneous mutation reported in this dornaio. In previous 
studies, mutations have becn described in the first and third 
intracellular loops, as well as in the third, íourth and sixth 
transmembrane domains (de Roux et al., 1997; Layrnan el al., 
1998; Caroo el al., 1999; de Roux el al .. 1999; Pralong el al., 
1999). We assume Ihat Ihe Glu90Lys mutatioo affeeted GnRH­
R function considering that in the mammalian GnRH-R, the 

TM-2-1ocated Asn87 (which is substituted by a highly 
conserved Asp in the majority oí all other G-protein-coupled 
receptor.; belonging to Ihe rhodopsinl~-adrenergic family), 
pairs wilh Asp318 (Asn in olber receptors) in TM-7, forrning a 
structural and funetional belix-2Ih.elix-7 microdomain that has 

been recently implicated in receptor expression, as well as in 
receptor activation and interaction with heterotrimeric and 
sma!l G proteins (Zbou el al .. 1994; SeafJoo el al., 1997; 

Mitchell el al., 1998; Ulloa-Aguirre & CODO, 1998; Flanagan 
el al., 1999) (Table 1). It is worth ooling Ihat Glu90 is totally 

conserved in all rnanunalian GnRH receptors that have been 
cloned (Zbou el al., 1994). 

e 2001 Blackwell Science Ltd. Clinical Endocrinology, 54, 493-498 
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Table 1 Alignment of the human GnRH-R sequences with other human G-protein coupled receptors. demonstrating tbe conserved TM-2-located 
Aso 87 (substituted by a highly conserved Asp in otber G-protein coupled receptors) and the conserved 1M-7-located Asp 318 (Aso in ather 
receptors). Amino acids 87 and 318 are depicted in bold type. 

Receptor name TM2 

87 

Gonadotrophin releasing hormone-R IIL1LA N 

Luteinizing honnone-R NLSFA D 
Fo11icle stimulating hormone-R NLAFA D 
lbyrotroplún-R NLAFA D 
Neurotensin-R SLALS D 
Cholécystolcinin-R SLAVS D 
5-Hydroxytryptamine-R SLAIA D 

We identified a mutation of the GnRH-R in only one out of 

!bree familles (33%) witb isolated hypogonadotrophic hypo­

gonadism. The true prevalence of 5uch mutations is difficult to 

assess because oftbe rarity of!bis entity. Layman el al. (1998), 

found a causative mutation in ooly one out of 46 patients 
studied presenting!bis entity and in one out of 14 (7·1%) when 

only families with affected females were included. Larger 
samples of patients wiU need to be studied in arder to 
detennine the true prevalence of these mutations in humans. 
The absence of mutations in families 2 and 3 indicates that 
molecular defects in such families could be present in the 
untranslated regulatory regioos of the GnRH-R gene or within 
introns; besides, defects in other gene(s) could explain the 
disorder. Due to the fact that apparently consanguinity was 

present in our affected family, we presume that the mutation 
derived from a common ancestor, by a founder gene effect 

In conclusion, this constitutes the frrst description of an 
spontaneous mutation located at the second transmembrane 
domain (Glu90Lys) of!he GnRH-R indicating !hat !he integrity 

. of glutamic acid at this position is crucial for receptor function. 
Also this report, complementing others, demonstrates tbat 

mutations are distributed throughout the GnRH receptor gene. 
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